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Presentacion

Los efectos de la calidad del aire sobre la salud, mas especificamente sobre
el sistema cardiovascular y respiratorio, han sido largamente estudiados. Sin
embargo, hay una gran diversidad de situaciones que necesitan ser
profundizadas; tanto las determinaciones y registro de contaminantes, los
modelados de los mismos, como otras posibles afecciones en la salud. Para ello,
resulta interesante valorar las formas de exposicién, ya sea en modelos animales
o en humanos, con el objeto de hacer un aporte al paradigma del derecho a la
salud y a vivir en un ambiente sano.

En nuestra region estan emplazadas megaempresas petroleras, con otras
industrias aledafias que forman un polo industrial de los mas importantes del
pais. Estas empresas tienen rigurosas medidas con respecto a la exposicion de los
trabajadores a contaminantes ambientales en el lugar de trabajo -regidas por la
ley del trabajo-, lo cual implica vigilancias medioambientales, controles bioldgicos
-donde se estudian diversos biomarcadores de exposicidn- y la vigilancia de la
salud periddicamente por profesionales médicos. Sin embargo, las poblaciones
que viven en cercanias de las plantas también se encuentran expuestas a los
contaminantes de la region y a la fecha no existe organismo publico que se ocupe
de velar por sus derechos.

Una de las motivaciones de esta tesis es desarrollar herramientas que
permitan evaluar los efectos de la calidad del aire en poblaciones humanas y

particularmente estudiar que sucede en nuestra region.
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El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral fue determinar
las alteraciones oculares que pudieran asociar a los niveles de contaminacién
aérea de la ciudad de La Plata y Ensenada, a través de la concentracion del
material particulado.

Frente a este objetivo es que se intentaron investigar dos hipdtesis
generales. Una que postula que dos poblaciones humanas expuestas a diferentes
calidades de aire, presentaran cambios significativos en distintos parametros
oculares, debido a que la superficie anterior del ojo se encuentra expuesta
directamente a los contaminantes aéreos y que los mismos pueden generar una
pérdida de la estabilidad de la pelicula lagrimal, lo que podria traducirse en
diferentes afecciones de las estructuras del segmento externo. Y otra, que
considera que las distintas calidades de aire, se asocian con distintos alteraciones
oculares detectables en poblaciones humanas.

Con estas premisas, se disefi6 un estudio comparativo entre dos zonas, una
urbana y otra inmersa en un area industrial, en donde se encuentra uno de los
polos petroquimicos mas importantes del pais. Estas zonas fueron definidas en
base a las caracteristicas socio-culturales, econémicas, de desarrollo urbano, etc.
y segun sus valores de material particulado (MP), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs), y los compuestos organicos volatiles (COVs), a los que se les
suma los efectos adversos en la funcidn respiratoria y carcinogénicos en los
habitantes, los cuales han sido valorados al menos hace 10 afios por el grupo de
trabajo.

En este marco, se cuantificaron los niveles de material particulado durante
el periodo en el que se determinaron diferentes parametros del segmento
anterior del ojo y de la pelicula lagrimal, asi como también la composicion
proteinica y lipidica de la misma.

Durante el disefio también se consider6 encontrar posibles asociaciones
con parametros sistémicos, previamente asociados al material particulado. Con
este objetivo se realizaron encuestas sobre caracteristicas de la vivienda de los
voluntarios y de antecedentes de salud, asi como también se realizaron estudios
espirométricos y sanguineos, los cuales fueron tenidos en cuenta como datos

complementarios del estudio.
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Las metodologias involucradas para la determinacidon de las diferentes
variables incluyeron, cuestionarios oculares, test optométricos y de la practica
clinica de la contactologia, técnicas analiticas y biomoleculares. Para ello, se
utilizaron las instalaciones y equipos del laboratorio de Toxicologia y del Centro
de Investigaciones Medioambientales (CIMA), asi como también del Programa
Ambiental de Extensién Universitaria (PAEU), ambos de la Facultad de Ciencias
Exactas - UNLP.

Los resultados de las diferentes variables se organizaron segtn la tematica
o estructura a analizar, dentro de las cuales se diferencian en primera instancia
los cuestionarios oculares, superficie ocular y la pelicula lagrimal. Luego se
presentaron segun la clasificaciéon, denominada ojo seco, que reune diferentes
variables pertenecientes tanto a la categoria de superficie ocular y pelicula
lagrimal.

El analisis comparativo de manera estadistica, se realiz6 un andlisis de
componentes principales, con el objeto de determinar un indice de afeccion
ocular asociado a las zonas de estudio.

Resulta importante sefialar la relevancia del presente trabajo, ya que si
bien existen biomarcadores referenciales en el ojo, no se ha profundizado sobre
la relacion existente entre estos y los niveles de contaminacién ambiental. Y en
los casos en que se ha intentado relacionar estas tematicas, solo se han focalizado
en valorar la sintomatologia de los pobladores. Por lo cual, esta tesis representa,
no soélo un trabajo novedoso en el area ambiental, sino que también implica una
nueva linea de investigacion en nuestra Facultad y en la region, la cual ha sido
coordinada para su realizacion, con los trabajadores de la Cooperativa Futuro
Ensenadense, ubicada en las cercanias del polo petroquimico del Municipio de
Ensenada, y con los trabajadores de la Facultad de Ciencias Exactas.

Tanto los trabajadores de la cooperativa, como los miembros de la
comunidad de la Facultad de Ciencias Exactas, se prestaron a la participacion del
estudio. El desarrollo de la tesis y las relaciones generadas con las con
organizacion territorial fue coordinada por el Programa Ambiental de Extension
Universitaria (PAEU), y el desarrollo del estudio en personas se ejecuté tanto en
el PAEU como en el Programa laboratorio de Salud Publica (PLSP) de la Facultad

de Ciencias Exactas, bajo la supervision de sus directores. Dejando plasmado en la
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produccion de esta tesis, otra forma de hacer ciencia, atravesada por la extension

y focalizada en la ciencia aplicada.
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Capitulo 1

Contaminacion aérea

1.1. Definicion

La contaminacidn atmosférica se define como la presencia en la atmdsfera de
particulas o sustancias en cualquier estado que de modo natural no se encuentren
en ella o que aparezcan en distinta proporcién que en condiciones naturales
(Morales, 2006).

Desde un punto de vista antropocéntrico, la contaminacién atmosférica se

refiere a los contaminantes que afectan la salud o el bienestar humano.

1.2.Fuentes de contaminacion

La contaminacion del aire representa un problema de salud ambiental que
afecta a los paises desarrollados y en desarrollo de todo el mundo. A escala
mundial, cada vez se emiten cantidades mas importantes de gases y particulas
potencialmente nocivas, que no sélo dafian la salud humana, sino también al
ambiente y los recursos necesarios para lograr un desarrollo sostenible en el
planeta.

Las fuentes de contaminacién del aire se clasifican en: antropogénicas -
derivadas de las actividades humanas- y naturales (Pefialoza Paez, 2012). En
general, para los propdsitos de un inventario de emisiones, las fuentes se agrupan

en cuatro categorias principales segin Ine-Sermanat (2005):
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Fuentes puntuales o fijas, definidas como toda instalacién establecida en
un solo lugar, que tenga como finalidad desarrollar operaciones o
procesos industriales, comerciales, de servicios o que generen o puedan
generar emisiones contaminantes a la atmdsfera. Ejemplos de esto son: la
produccion agricola, la mineria y la extraccién de minerales, las industrias
asociadas a la elaboracion de productos quimicos, productos minerales no
metdalicos, industrias metdlicas basicas y de generacién de energia.
También los incineradores de residuos urbanos y de lodos provenientes
de aguas residuales, chimeneas, cocinas y servicios de lavanderia, los
rellenos sanitarios, el consumo de tabaco, las fuentes biolégicas (como
polen, acaros, moho, insectos, microorganismos, alergenos de mascotas,
etcétera), emisiones de la combustion, emisiones de materiales o
sustancias usadas en interiores como compuestos organicos volatiles,
radon, asbesto, productos quimicos sintéticos, etcétera.

Fuentes de area, representan aquellas que son demasiado numerosas y
dispersas como para poder ser incluidas de manera eficiente en un
inventario de fuentes puntuales. Por ejemplo, las estaciones de servicio y
los establecimientos de lavado en seco, como las tintorerias, con
frecuencia son tratados como fuentes de area. Lo mismo ocurre con los
rellenos sanitarios que presentan un gran area de emision difusa.

Fuentes moviles o de vehiculos automotores, compuestas por cualquier
tipo de vehiculos de combustion a motor, como automotores ligeros con
motor de gasolina, vehiculos ligeros y pesados con motor de diésel,
motocicletas y aviones. Ademas estan incluidas las fuentes lineales como
las emisiones del transito vehicular en rutas o autopistas. En la mayoria de
las areas urbanas, los vehiculos automotores son los principales
generadores de las emisiones contaminantes del aire que reducen la
visibilidad.

Fuentes naturales, asociadas a los fendmenos naturales y la vida animal y
vegetal, que pueden jugar un papel importante en la problematica de la
contaminaciéon del aire, tales como las emisiones biogénicas y de los

suelos, asi como las generadas por la erosién edlica, los volcanes, plantas



que liberan grandes cantidades de polen, fuentes de bacterias, esporas,

virus, etcétera.
Los contaminantes del aire generalmente se clasifican en: particulas en
suspension (polvos, neblinas y humos), contaminantes gaseosos (gases y

vapores) y olores.

1.3. Material particulado

El término particula o Material Particulado (MP) corresponde a
contaminantes del aire compuestos por una compleja mezcla de particulas
suspendidas en el aire, tanto liquidas como sélidas, las cuales varian en tamafo y
composicion dependiendo de sus fuentes de emisidn, naturales o antropogénicas
(Ross, 1974).

En general, los términos aerosol y material particulado pueden ser utilizados
de manera indistinta, fundamentalmente para particulas de tamafio menor a 2,5
micras, definiéndose muchas veces a los aerosoles como suspensiones
relativamente estables de particulas sélidas y liquidas en un gas.

Las particulas pueden ser caracterizadas en funciéon de ocho parametros
principales: tamafio, distribucién de tamafnos, forma, densidad, adhesividad,
corrosividad, reactividad y toxicidad. De éstos, el mas importante es la
distribucion de tamafios. Por lo general, como medida del tamafio de las
particulas se utiliza su diametro aerodinamico en lugar de su diametro real o
fisico. El término "diametro aerodinamico” hace referencia al didametro de una
esfera de densidad unidad (1 g/cm3) con la misma velocidad de deposito
gravitacional que la de la particula que esta siendo medida. (Salvador Martinez y
Artinano Rodriguez de Torres, 2000). Esta dimension se mide cominmente en
micrémetros (um).

Aunque son pocas de las particulas suspendidas en el aire que tienen forma
exactamente esférica, es conveniente y convencional considerar que todas ellas la

tienen. Segun esta caracteristica, el material particulado se puede clasificar en:
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% Particulas suspendidas /
totales (PST): todas las
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particulas que se

encuentran en el aire con
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igual a 100 pm, (PST); \

* Particulas gruesas e

/

Figura 1. Representacion del tamaiio relativo de las
particulas

inhalables con un
didmetro aerodinamico de hasta 10 pm (MP10);

%* Particulas finas y respirables con un didmetro aerodindmico menor o
igual a 2.5 um (MP2s);

* Particulas ultrafinas de didmetro aerodindmico menores a 0.1 pm
(MPo.1, PUFs).

Esta clasificacion es muy util para determinar periodos de residencia en la

atmésfera, describir el comportamiento inercial de las mismas y la capacidad de

depositarse dentro del tracto respiratorio.

1.3.1. Fuentes naturales del material particulado

Entre las fuentes naturales de material particulado podemos incluir las
tormentas de polvo, los aerosoles marinos, las cenizas volcanicas, los productos
de la erosién edlica, el polvo de las rutas y calles, los desechos de incendios
forestales, el polen y las semillas de plantas, y la formacién de particulas gaseosas
radiactivas como el radén (O'Ryan y Larraguibel, 2000). Si bien las fuentes
naturales del material particulado son superiores a las fuentes antropogénicas, a
la hora de considerar los efectos que estos acarrean en la salud principalmente
en las zonas urbanas con alta densidad demografica, las fuentes antropogénicas
son muy importantes y generalmente son las que se observan para el control.

Un tipo de material particulado caracteristico derivado de fuentes
naturales son las particulas gruesas que se conforman como materia aiun mas
gruesa, ya que se originan basicamente por desintegracion de trozos grandes de

materia. Muchas de las particulas grandes del polvo atmosférico, particularmente
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en areas rurales, se originan por la erosion de del suelo o de rocas (Salvador

Martinez y Artifiano Rodriguez de Torres, 2000).

1.3.2. Fuentes  antropogénicas del material particulado.
Contaminantes primarios y secundarios.

La mayoria de las fuentes antropogénicas de particulas finas implican
algin tipo de combustion. Los materiales de origen bioldégico (por ejemplo, la
madera, el carbdén y el petréleo) se queman en el aire debido a su alto valor
energético. Si una sustancia que contiene s6lo compuestos de hidrocarburo (HC)
se inflama con total eficiencia, producira solo agua y diéxido de carbono (CO2).
Este tipo de combustion requiere una razén estequiométrica de oxigeno (02) para
la combustion, lo cual es practicamente imposible. Los fragmentos del material
combustible no quemado, los compuestos organicos semivolatiles que se
vaporizan y que, por consiguiente, se vuelven a condensar en forma de pequefias
gotas, y la materia no combustible, generalmente se emiten conformando una
suspension de particulas en el aire que reconoce coloquialmente como “humo”,
durante y después del proceso de combustién. La mejora de la proporcién de aire
(o de oxigeno) en la mezcla de aire y combustible pueden reducir la produccién
de humo. Cuando el suministro de oxigeno es inadecuado, la produccion de
monodxido de carbono (CO) aumenta significativamente. En la mayoria de los
paises, los vehiculos automotores, la actividad industrial y la generacion de
electricidad representan un gran porcentaje de la produccion antropogénica de
los 6xidos de nitrégeno y de azufre, producto de la oxidacidon del azufre y el
nitrogeno presentes en los combustibles de origen natural. Estos, junto con el CO,
las particulas y los compuestos organicos volatiles (COVs), se describen como
contaminantes primarios, debido a que se producen directamente por el
proceso de combustion (Martinez Ataz, 2004).Todos estos compuestos tienen una
contribuciéon importante en la dispersion de las particulas finas.

La combustion del petréleo y sus derivados en los motores de combustion
interna da lugar a la descarga de compuestos organicos semivolatiles que se
condensan en el aire para producir particulas pequefias en el rango de hasta 1 yum
de diametro. Estas particulas y las gotitas de acido sulftirico de tamafio similar, se

describen como particulas generadas por nucleacion. Tienen un tiempo de vida

25


http://es.wikipedia.org/wiki/Suelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Rocas

corto (< 1 hora) y se agrupan o aglomeran para producir particulas de un
didmetro en el rango de 0,2 a 2,0 um, que se definen como particulas de
acumulacion.

Tales particulas son estables y de larga vida; ademas, pueden viajar
cientos de kilometros antes de perderse en el aire, normalmente como resultado
del arrastre por precipitacion bajo la nube.

El siguiente cuadro resume la clasificacion de las particulas y

contaminantes:

Emitidas sin
Naturales intervencion del
hormbre

Clasificacion de
particulas

Emitidas con la
Antropogénicas intervencion del
hombre

Emitidos a la atmésfera

Primarios desde la fuente

Tipo de contaminantes

Formados en la
atmdsfera por la
interaccion quimica o
de gases

Secundarios

Figura 2. Cuadro resumen de la clasificacion de particulas y del tipo de contaminantes.

La abundancia relativa de particulas de cada modalidad depende de la
velocidad del viento, de modo que a bajas velocidades se provoca resuspension
de las particulas de mayor didmetro, y al incrementar la velocidad se enriquece el
grupo de las particulas de menor didmetro.

Al margen de la intensidad de la velocidad del viento, la emision de las

particulas de origen mineral depende de ciertas caracteristicas del suelo, tales

como:
. Superficie
. Humedad
. Cobertura vegetal
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Las composiciones quimicas y mineraldgicas de estas particulas varian de
una region a otra, segun las caracteristicas y la composicién de los suelos. A pesar
de que la mayor parte de las emisiones de material mineral es de origen natural,
es necesario considerar la existencia de una cantidad limitada de fuentes de
material particulado mineral de origen antropogénico.

El aerosol marino es el segundo tipo de particulas importante en cuanto a
cantidad de emisiones a escala global. Su composicién quimica deriva de su
fuente de origen: el agua de mares y océanos. Existen dos fenémenos principales
que describen la formacidon de este tipo de particulas:

e Ruptura de burbujas de aire que alcanza la superficie de los océanos

e Agitacion de las superficies de los mares y océanos por accion del viento

En el aire cercano a la superficie de los océanos, los contenidos de cloruro de
sodio (NaCl) sélido son elevados, ya que el aerosol marino suministra particulas
de NaCl, por evaporacién del agua de mar.

Por lo general, las particulas finas y gruesas provienen de fuentes diferentes y
tienen mecanismos de formaciéon distintos, aunque es probable que haya cierta
superposicion. Elementos biolégicos como las bacterias, el polen y las esporas
también se pueden encontrar en las particulas gruesas. Opuestamente, las finas se
generan, primordialmente, por reacciones quimicas y de condensacion de
materias mas pequeias, incluidas moléculas en estado de vapor. El contenido
organico medio en las particulas finas es, por lo general, mayor que en las
gruesas.

Las particulas finas y gruesas normalmente se comportan de manera
diferente en la atmosfera. Estas variaciones deben tomarse en cuenta al
interpretar valores monitoreados en sitios especificos y el comportamiento de las
particulas después de que ingresan a las viviendas y edificios, donde las personas
pasan la mayor parte de su tiempo. Las particulas finas generalmente
permanecen mas tiempo en la atmdsfera (de dias a semanas) que las particulas
gruesas, y tienden a dispersarse de manera mas uniforme en un area urbana o en
una region geografica extensa. Las particulas mas grandes se depositan mas
rapidamente que las pequenas. Esto da lugar a que en una region la
concentracion de la masa total de particulas mas gruesas sea menos uniforme que

la de particulas finas.
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Por lo tanto, la composicién quimica de las particulas es muy variable y
depende de numerosos factores geologicos, meteorolégicos y fuentes especificas.
En general, las particulas ambientales incluyen componentes inorganicos
(sulfatos, nitratos, cloruro de amonio, traza de metales), carbono elemental y
organico, componentes biologicos (bacterias, esporas, polen) y componentes

organicos semivolatiles y volatiles adsorbidos (Harrison y Yin, 2000).

1.4.Regulaciones de los valores de material particulado

1.4.1. Antecedentes de los niveles guia

La contaminacién, tanto en espacios interiores (intramuros) como al aire
libre (extramuros), constituye un grave problema de salud medioambiental. Las
directrices sobre Calidad del Aire elaboradas por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 2005 estan concebidas para ofrecer una orientacién internacional
a la hora de reducir las repercusiones sanitarias de la contaminacién del aire. Las
primeras directrices, publicadas en 1987 y actualizadas en 1997, se
circunscribian al ambito europeo. Las nuevas (2005), sin embargo, son aplicables
a todo el mundo y se basan en una evaluaciéon de pruebas cientificas actuales
llevada a cabo por expertos. En ellas se recomiendan nuevos limites de
concentracion de algunos contaminantes en el aire —particulas en suspension,
ozono, didxido de nitrogeno y dioxido de azufre— de aplicacidon en todas las

regiones de la OMS.

Hallazgos fundamentales de las Directrices sobre Calidad del Aire de 2005:

e Existen graves riesgos para la salud derivados de la exposicién al MP y al
03 en numerosas ciudades de los paises desarrollados y en desarrollo. Es
posible establecer una relacién cuantitativa entre los niveles de
contaminaciéon y resultados concretos relativos a la salud, como el
aumento de la mortalidad o la morbilidad. Este dato resulta util para
comprender las mejoras que cabria esperar en materia de salud si se
reduce la contaminacion del aire.

e Los contaminantes atmosféricos, incluso en concentraciones relativamente

bajas, se han relacionado con una serie de efectos adversos para la salud.
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e La mala calidad del aire en espacios interiores puede suponer un riesgo
para la salud de mas de la mitad de la poblacién mundial. En los hogares
donde se emplea la combustién de biomasa y carbén para cocinar y
calentarse, los niveles de MP pueden ser entre 10 y 50 veces superiores a
los recomendados en las directrices.

e Puede lograrse una considerable reduccién de la exposicion a la
contaminacion atmosférica si se reducen las concentraciones de varios de
los contaminantes atmosféricos mas comunes que se emiten durante el
uso de combustibles fésiles. Tales medidas reduciran también los gases de

efecto invernadero y contribuiran a mitigar el calentamiento global.

Ademas de los valores recomendados, las Directrices proponen, en cuanto a la
contaminacion atmosférica al aire libre o aire ambiente, unas metas provisionales
para cada contaminante con el fin de fomentar la reduccién gradual de las
concentraciones. Si se alcanzaran estas metas, cabria esperar una considerable
reduccidn del riesgo de efectos agudos y crénicos sobre la salud. En todo caso, el
objetivo ultimo debe consistir en avanzar hacia los valores fijados en las

Directrices.

1.4.2. Valores Guia

Las directrices presentes en la Guias para la Calidad del Aire desarrollada
por la OMS, fijan por primera vez un valor de referencia para las particulas en
suspension (MP). El objetivo consiste en reducir al maximo las concentraciones.

Como no se conoce un umbral de MP por debajo del cual desaparezcan los
efectos nocivos para la salud, el valor recomendado debe representar un objetivo
aceptable y alcanzable a fin de minimizar dichos efectos en funcion de las
limitaciones, las capacidades y las prioridades locales en materia de salud

publica.
MP2s

10 pg/m3 de media anual

25 pg/ms3 promedio en 24hs.
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MP1o
20 pg/m?3 de media anual

50 pg/ms3 promedio en 24hs.

Por otra parte, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los
Estados Unidos de Norteamérica (US EPA) en su informe del afio 2006,
recomienda:

MP2s
12 pug/m3 de media anual
35 pg/ms3 promedio en 24hs.
MP1o
150 pg/m3 de media en 24hs.

En Argentina, la primera instancia de regulacion de la calidad del aire, fue
la Ley Nacional N2 20284, sancionada en el afio 1973, que estableci6 valores
maximos de emision permitidos para seis contaminantes prioritarios (CO, NOx,
SO2, MP y particulado sedimentable). Algunas provincias, como por ejemplo
Buenos Aires (Ley N2 5965, Decreto N° 3395/96), han establecido normas de
calidad del aire tomando como valores guia aquellos establecidos por la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, Estados Unidos).

Los valores guia planteados para el material particulado en este decreto
son:

MP10
50 pg/m3 media aritmética anual
150 pg/m3 en 24 horas medidas entre la cero hora del dia 1 y la cero hora del dia

2. Ademas, no puede ser superado este valor mas de una vez al afio.

Estos valores limite superan ampliamente a los sugeridos por la OMS (50
pg/m3 para la media de 24 hs y 20 pg/m3 para la media anual).

Por otro lado, basandose en los efectos que ocasiona en la salud,
recientemente se ha clasificado al MP proveniente de las emisiones del transito,
como sustancia carcinégena del Grupo I por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, monografia que se encuentra en elaboracién (IARC-

International Agency for Research on Cancer; Loomis et al., 2013).
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1.4.3. indice de calidad del aire

Los indices de calidad del aire son herramientas de comunicaciéon que
traducen informacion técnica referida a la calidad del aire, en un formato de facil
interpretacién y comprensiéon para el publico en general, para prevenir
exposiciones agudas y sintomas o alertar sobre altos niveles de contaminacion, y
sugerir acciones simples que se pueden tomar para prevenir dicha exposicion.

Generalmente se representan en una escala relativa que se aplica a
contaminantes atmosféricos especificos como por ejemplo: 03, CO, NO2, SO2 y MP,
con el objetivo de presentar la informacién sobre la calidad del aire actual de
forma clara y simple. A estos cinco contaminantes, perjudiciales para la salud
humana y el ambiente, la agencia ambiental estadounidense los designa como
contaminantes criterio, y como tales, han sido asi clasificados por muchos otros
paises, entre ellos Argentina. Se utiliza una escala normalizada que va de 0 a 500
como el valor minimo y maximo, al que se le asocia un color, un efecto y alguna
recomendacion. Los resultados que estos indices presentan al publico son los del

contaminante con peor valor.

Referencia de PM10

Rango  Color Efecto Recomendacion
Hasta 54 ) )
ugim3 Minguno Minguna
entre 55 y ) .
120 pgim3 Minguno Minguna
entra 121
y 150 Minguno Minguna
pgfma3
entre 151 P.umental = F”:'FEb'"dEd de ; ) Personas con enfermedades
y 254 :u:urren:m_de sintomas respiratorios respiratorias como asma, deben
pgim3 y agravamiento de enfermedades limitar los esfuerzos al aire libre
pulmonares, como 8sma
Aumento de sintomas respiratorios
entre 255 y agravamiento de enfermedades Personas con enfermedades
y 354 pulmonares, como asma; Posibles | respiratorias como asma, deben
pgima3 efectos respiratorios en la poblacion | limitar los esfuerzos al aire libre
en genersal.
Aumento significativo de sintomas | Personas con enfermedades
antre 355 respiratorios y agravamiento de respiratorias como asma, deben
434 enfermedades pulmonares, como evitar las actividades al aire libre, el
¥ i3 asma, suments la probabilidad de | resto de la poblacion en especial
He ocumencia de efectos respiratorios | los ancianos y los chicos, deben
en la poblacion en general limitar los esfuerzos al aire libre
Serio agravamiento de sintomas Toda ks poblacion debe limitar
mavar & respiratorios y enfermedades cualquier esfuerzo al aire libre; las
42§r|.|g.fm3 pulmonares, como asma. Apancion | personas con enfermedades

de efectos respiratorios en la
poblacion en general

respiratorias, como asma deben
pemanecer en lugares cemados.

Figura 3. Escala del indice de calidad de aire de CABA a modo de ejemplo. Imagen obtenida de
http://www.buenosaires.gob.ar/agenciaambiental/monitoreoambiental/calidadaire
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En la region metropolitana de Chile se utiliza un indice de calidad de aire
basado en particulas respirables, construido a partir de los valores provenientes
de las estaciones de monitoreo en linea para MPio (“Ministerio del Medio
Ambiente,” n.d.); en Colombia cuentan con un Indice de la Calidad del Aire (ICA)
basado en la red de monitoreo de CO, SO2, NO2, MP1o, MP25, O3 (“Observatorio
ambiental de Bogot4,” n.d.); y también en Per, existe un prondstico de la calidad
del aire en base a una red de monitoreo en Lima en la que miden MP1o, SO2, NO2y
03, (“Prondstico de la calidad del aire en la ciudad de Lima,” n.d.). En Argentina,
existen en la provincia de Buenos Aires indices para la ciudad de Bahia Blanca
basados en el monitoreo en linea de PM1o, SO2, 03, NOx, CO (“Calidad del aire en
tiempo real,” n.d.) y en la Ciudad auténoma de Buenos Aires, donde el indice se
obtiene del monitoreo continuo con tres estaciones (Centenario, Cérdoba y La
Boca), donde se miden CO, NO2 y MP1o (“Datos diarios de monitoreo de la calidad

del aire,” n.d.).

1.5.La calidad del aire en Argentina

Hasta el momento, en Argentina el monitoreo de la calidad del aire ha sido
llevado a cabo por grupos de investigacion en distintas universidades y
programas municipales o provinciales como son las areas de la Cuenca Matanza-
Riachuelo, Rosario, Zarate-Campana, Bahia Blanca, Mendoza, Ensenada (Lijteroff
et al., 1999; Bilos et al., 2001; Bogo et al., 2003; Subsecretar et al., 2005; Carreras
et al,, 2006; Massolo et al., 2008; Puliafito et al., 2011; Colman Lerner et al., 2013;
Gutiérrez et al., 2013; Colman Lerner et al., 2014).

En lo que respecta a nuestra region de estudio, existen datos sobre el
monitoreo de MP desde aproximadamente 10 afios. Segun datos de Orte et al,,
2015, los niveles de MP durante el aflo 2012 al 2015, fueron los expresando en la
siguiente tabla, donde se observan los valores obtenidos al calcular las medianas
de las concentraciones de material particulado en las muestras recolectadas entre
los afios 2012 y 2015 en los diferentes sitios de muestreo, tanto para MP2.s como

para MP1o.
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Industrial Urbano Residencial

[MP25] 16,3 12,2 11,0
Min 5,4 6,1 2,3

Max 36,4 55,2 35,1

N 21 9 7
[MP10] 47,8 39,5 22,1
Min 14,4 16,6 11,2

Max 140,1 57,4 73,0

N 10 8 6
[MP;.5]/[MP1o] 0,34 0,31 0,50

Tabla 1. Medianas de las concentraciones de MP1 s y MP o, valores minimos y mdximos (en ug/m’) y
numero de muestras (N) para cada sitio de muestreo, junto con las relaciones entre concentraciones de
ambas fracciones. Extraida de Orte et al., 2015.

En la misma se observa que los niveles de MP2s en las zonas industrial
como urbana, representan alrededor de una tercera parte del total de las
particulas con un didmetro por debajo de 10 um y, en la zona residencial, la
fraccion mas fina representaria un 50% de las particulas por debajo de este
didmetro. Ademas si se comparan estos valores, con los valores guia otorgados
por la OMS, se ve que los mismos son sobrepasados en todos los casos (Orte et al.,
2015).

Por otra parte, y debido a la creciente preocupacion en la regiéon y en
nuestro pais por la calidad del aire y su relacion con la salud humana,
recientemente la Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, a través de la
Direccion Nacional de Control Ambiental, ha implementado un Plan de Accién
Nacional sobre Contaminacion Atmosférica (Res. 1327/14).

Dentro de las prioridades del Plan se ha establecido concretar esfuerzos
dirigidos a desarrollar acciones sobre contaminacion atmosférica, teniendo en
cuenta que la contaminacion del aire, en particular, no respeta limites ni fronteras
y debe ser una preocupacion del gobierno nacional en conjunto con los gobiernos
locales. Con el objetivo de mejorar la calidad del aire y la salud publica se propone
la elaboracion, aplicacion y cumplimiento de planes nacionales de reduccién de
los contaminantes prioritarios del aire; adoptar normativas relacionadas al
monitoreo, control y fiscalizacion de la contaminacién atmosférica que permitan
reducir las emisiones de los contaminantes prioritarios; establecer medios,

mecanismos, indicadores e instrumentos para la medicion de la eficacia de las
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estrategias de reduccion de contaminantes prioritarios que se adopten, a nivel
local, nacional y regional; y coordinar con las respectivas autoridades todos los
esfuerzos tendientes a lograr una calidad de aire que cumpla con las normas
establecidas en la legislacion nacional, provincial y futura, con el fin de garantizar
en los centros urbanos involucrados una calidad de aire minima o base para
proteger la salud humana y el medio ambiente (“Secretaria de Ambiente y
Desarrollo Sustentable de la Naci6n”, n.d.).

Dentro del citado proyecto se promueve la creaciéon de una Red Nacional
de Monitoreo de Calidad del Aire, integrada por las estaciones de monitoreo
continuo de calidad del aire existentes en el pais a nivel nacional, provincial y
municipal, mediante respectivos acuerdos de colaboraciéon, utilizando como
contaminantes criterio el PMio, PM2s, 03, HC, COV, NOx, SOz, CO y otros
compuestos toxicos. Alli se presentan como los objetivos principales: centralizar
la informacion existente sobre la calidad del aire del pais, la generacién y el
mantenimiento de una base de datos, ademas de fijar criterios en base a los
estandares internacionales y nacionales. También se alienta a los distintos niveles
de gobierno a identificar los recursos econémicos para darle sostenibilidad a las
redes de monitoreo como elemento prioritario y esencial para la toma de
decisiones.

Sumado a esto, por resolucion de la Secretaria de Ambiente y Desarrollo
Sustentable de la Nacion (SAyDS) N2 67/2015 se cred el sitio web de la
Infraestructura de  Datos  Espaciales @ Ambiental (IDE  Ambiental,
www.mapas.ambiente.gob.ar) que permite mostrar la informacion geografica
generada por las distintas areas: Coordinacion para la Gestidon Integral de los
Residuos Solidos Urbanos; Direccion de Articulacion Institucional; Direccién de
Control Ambiental; Direcciéon de Gestion Ambiental de los Recursos Hidricos;
Direccién de Bosques; Direccion de Conservacion del Suelo y Lucha contra la
Desertificacion; Direccion de Fauna Silvestre; Direccién de Impacto Ambiental y
Social; de Ordenamiento Ambiental del Territorio; Direccién de Prevencion y
Recomposiciéon Ambiental; Grupo de Trabajo de Areas Protegidas; Grupo de
Trabajo de Recursos Acuaticos; Plan de Acciéon Nacional sobre Contaminaciéon
Atmosférica (PLANCOA); Proyecto FREPLATA II; Sistema de Informacion

Ambiental = Nacional = (SIAN);  Subsecretaria de  Coordinacion de
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Politicas Ambientales; Subsecretaria de Planificaciéon y Politica Ambiental;
Subsecretaria de  Promocion del Desarrollo  Sustentable y la
Tercera Comunicaciéon Nacional sobre el Cambio Climatico Software Libre en

materia de Sistemas de Informacion.
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Figura 4. Mapa de Argentina en donde se visualizan las centrales de monitoreo de la calidad de aire
existentes. En la segunda se amplia la zona de La Plata, donde se da informacién de la localizacién
de la estacién de monitoreo. Imagen obtenida de http://mapas.ambiente.gob.ar

A la fecha, el sitio se encuentra recabando la informacién existente para
luego poder proponer un indice de calidad de aire para Argentina. Este indice
futuro se encuentra a la fecha en discusion, debido a que se debe definir
previamente lo que se quiere comunicar, la forma en que se lo va a hacer; qué
contaminantes criterio se van a utilizar; cudles seran los niveles del indice; qué
resolucion espacial utilizar y qué medidas puede tomar el Estado a partir del
indice. En este sentido, en el V Congreso del Proyecto Integrador para la
Mitigacion de la Contaminacion Atmosférica (PROIMCA) y III Congreso del
Proyecto Integrador para la Determinacion de la Calidad del Agua (PRODECA),
realizado en La Rioja en agosto del 2015, se presentd la implementacion y
aplicacion, por primera vez en Argentina, de un sistema de modelado para la
calidad del aire (WRF-CHIMERE-EDGAR), denominado "Pronéstico experimental
WRF-CHIMERE-EDGAR", con el que se obtiene la distribucién espacial de

contaminantes criterio (NO2, 03, CO y PM10). Este prondstico combina los
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resultados de un modelo numérico de prediccion del tiempo (WRF), un modelo
de transporte quimico (CHIMERE), un inventario de emisiones antropogénicas
(EDGAR) y condiciones de contorno para simular el estado quimico (fase gaseosa

y aerosol) de la tropdsfera.

Minicio  #Anterior PPlay HEStop MWSiguiente  MFin

09-09 00:00:00 hs (UTC)
_ i ! _ o

PM10 pg/m* 2015-

S

g/ m®

s

-
bt 7))

cRERRTE

s

TSW  T0W  B5'W  BIYW  SS'W W

Figura 5. Imagen del Prondstico experimental WRF-CHIMERE-EDGAR realizado por CAEARTE -
CONAE Obtenida de http://meteo.caearte.conae.gov.ar/

En Argentina no se cuenta con un inventario completo, s6lo con parciales
de algunas ciudades, por ejemplo Mendoza, algunos sectores de Buenos Aires y
algunas localidades de Cordoba. Por otra parte, si bien en la actualidad se trabaja
en modelado, éstos se basan en monitoreos continuos o esporadicos de las zonas
de estudio, por lo que resulta de gran importancia realizar estos inventarios para
poder tener informacidon precisa y confiable, de modo que los modelos
propuestos a futuro puedan ser lo mas representativitos de la realidad posible, lo

que permitiria poder adoptar medidas eficientes en salud publica.
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Capitulo 2
El ojo

El ojo se puede dividir seglin sus estructuras en el segmento anterior y en
el segmento posterior. El primero estd definido como las estructuras
comprendidas entre los parpados y la cara anterior del cristalino incluyendo a los
parpados, el aparato lagrimal, la pelicula lagrimal, el cristalino, el iris, el cuerpo
ciliar, las cAmaras anterior y posterior, la cérnea y la conjuntiva (Guerrero Vargas,
2006). Puede subclasificarse ademas en el segmento externo, por las estructuras
que estan expuestas del ojo, siendo estas los parpados, la conjuntiva, la cérnea y
la pelicula lagrimal.

El segmento porterior, esta constituido por el cristalino hasta la retina,

pasando por el humor vitreo.

Cornea

Figura 1. Imagen del segmento anterior obtenido con el biomicroscépio.
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2.1Segmento externo

El segmento externo incluye a las estructuras anatémicas que se describen

a continuacion:

38

Los parpados son dos pliegues cutaneo-musculo-mucoso que
cierran a la 6rbita por delante al tiempo que protegen y lubrican al
globo ocular (Hornillos y Dacasa, 1992). Los parpados finalizan en
su borde libre, el cual por su linea gris se dividen en dos lamelas,
una anterior donde se insertan las pestafias y otra posterior donde
se encuentra el tarso con las glandulas de Meibomio. Esta division
anatomica permite clasificar a las inflamaciones palpebrales,
blefaritis, en anteriores o posteriores (Guzman et al., 2007).

La conjuntiva es una membrana mucosa delgada y transparente que
recubre la porcién anterior de la esclera hasta el limbo y la porcién
posterior de los parpados. Se divide en tres partes: la conjuntiva
bulbar, que reviste la cara anterior del globo ocular, la conjuntiva
palpebral que se extiende por la superficie posterior de los parpados
hasta su borde libre; y la conjuntiva del fornix o fondos de saco
conjuntivales que es una zona plegada, de transicion entre la
conjuntiva bulbar y tarsal, ubicada en el punto de contacto entre la
porciéon mévil del parpado y la esclera (Cobos and Ruiz, 2010).

La cérnea se encuentra en la parte frontal del ojo cubriendo el iris,
la pupilay la camara anterior. Es un tejido altamente diferenciado
para permitir la refraccién y la transmisién de la luz. Su forma
consiste basicamente en una lente cdncavo-convexa con una cara
anterior, en contacto intimo con la pelicula lagrimal precorneal, y
otra cara posterior, bafiada por el humor acuoso. Estas relaciones
permiten a la cornea carecer de vascularizacion, pues estos liquidos
son los maximos responsables de mantener su requerimiento
fisiologico. La cornea se compone de un epitelio estratificado
escamoso no queratinizado, membrana de Bowman, un estroma de
tejido conectivo, membrana de Descemet y endotelio. Aunque este
tejido avascular es aparentemente simple en su composicion, la

enorme regularidad y uniformidad de su estructura son las que
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permiten su precisa transmision y refraccion de la luz (American
Academy of Ophthalmology - AAO, 2012).

e Y lapelicula lagrima, que debido a su complejidad y a la importancia
que tiene en este trabajo de tesis doctoral, se desarrolla en un

apartado separado.

2.2La pelicula lagrimal

2.2.1 Estructura anatomica

La pelicula lagrimal es una estructura altamente especializada, constituida
por diferentes secreciones dispuestas especificamente, que recubren la coérnea, la
superficie epitelial de la conjuntiva bulbar, y la conjuntiva tarsal.

La composicion de la lagrima esta a cargo del sistema secretor del aparato
lagrimal, el cual comprende a la glandula lagrimal principal y a las glandulas
lagrimales accesorias, como son las glandulas de Krause, Wolfring, Zeis, Moll,
Meibomio, Manz, las células caliciformes y las criptas de Henle (Van Haeringen,
1981). El drenado de la lagrima estd a cargo del sistema excretor del aparato
lagrimal, el cual combina el movimiento de las lagrimas a través del ojo,
favorecido por la dinamica del cierre palpebral, la gravedad, la capilaridad y un
sistema de drenaje que consta de los puntos lagrimales, canaliculos el saco
lagrimal y el conducto nasolagrimal. La pelicula lagrimal tiene un volumen medio

de 6 a 8 pl, y una tasa de secrecion de 1,2 pl por minuto (Hom, 1997).

17 16 15

VAR Gkl

1 Musculo orbicular

2 Glandula sudoripara

3 Foliculo capilar

4 Glandula de Zeis

5 Pestaria

6 Glandula de Moll

7 Pars marginalis de musculo
orbicular

8 Pars subtarsalis de musculo
orbicular

9 Arcada inferior arteriolar
10 Glandula de Meibomio

11 Glandula de Wolfring

12 Criptas conjuntivales

13 Arcada superior arteriolar
14 Glandula de Krause

15 Musculo de Miiller

16 Elevador del parpado

Figura 2. (A) Dibujo anatémico la gldndula lagrimal y sus sistema excretor, extraida de
http://oftpediatrica.blogspot.com.ar/ (B) Seccion sagital del pdrpado mostrando las diferentes
gldndulas, extraida de (Korb and British Contact Lens Association., 2002) traducido al espafiol.
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Se divide espacialmente y volumétricamente como:
e Pre-corneal: 1 uL
e Menisco lagrimal: 3 pL

e Fondo de saco o cul de sac: 4 uL.

2.2.2 Funcion
La pelicula lagrimal cumple una funcién importante para el normal
funcionamiento del ojo debido a que:

e proporciona la primera superficie reflectante (Rieger, 1992);

e protege al ojo frente a desechos celulares y cuerpos extrafios;

e nutre la cornea;

e lubrica los parpados.

2.2.3 Composicion

Se considera que la lagrima es trifadsica, compuesta por una capa lipidica u
oleosa; una acuosa y otra mucinica (Wolff, 1946) con un espesor final de 7a 9 pum.

Ademas, la composicién lagrimal incluye electrolitos, vitamina A,
proteinas, glucosa, metabolitos y vitamina C.

La capa lipidica es secretada principalmente por las glandulas de
Meibomio y liberada por la accion mecanica del parpado. Esta secrecion puede
ser regulada por el sistema parasimpatico. Las glandulas de Zeis y Moll también
producen lipidos. Esta capa esta compuesta por ésteres de colesterol, lecitinas,
acidos grasos, colesterol libre y fosfolipidos (Nicolaides et al., 1981; Tiffany,
1979). El espesor normal es 0,1 pm.

La capa acuosa es secretada por la glandula lagrimal y las glandulas
accesorias de Krause y de Wolfring. Su espesor es de 6 a 8 pm.

La capa mucinica esta compuesta por una doble capa (Barbara A. Nichols,
1985), la interna denominada glucocaliz, producida por células epiteliales
subyacentes, con un espesor de 0,02 a 0,04 um; y la externa constituida por un
moco producido por las glandulas de Manz, células caliciformes y criptas de

Henle, con un espesor de 0,6 a 1 um. Las mucinas son glicoproteinas de alto peso
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molecular, que generan una capa hidrofila sobre la superficie epitelial,
aumentando su humectacidn.

La concentracién de electrolitos es similar a la del plasma, mientras que
existen 60 tipos de proteinas (Li et al,, 2005). Las proteinas principales son la
prealbumina especifica de la lagrima, albimina, inmunoglobulina, lisozima y
lactoferrina. La albumina constituye el 60% de las proteinas de las lagrimas
(Milder y Weil, 1983) mientras que la lisozima, el 20-40%. Su funcién es
disminuir la tension superficial para aumentar la humectabilidad de la cérnea y
conjuntiva (Hom, 1997).

Las inmunoglobulinas presentes en la lagrima son IgG, IgA, IgM, IgE e IgD
(Records, 2002). Las mas abundantes son IgG e IgA en condiciones normales y
son producidas por las células plasmaticas en la conjuntiva y se liberan en las
lagrimas. La pelicula lagrimal tiene una osmolaridad media de 300 mOsm/L
(Mishima et al., 1966) y un pH con un valor medio de 7,45 (Milder y Weil, 1983).

Ademas, contiene lactoferrina, lisozima y f-lisina, que tienen un efecto
antimicrobiano. También estan presentes mediadores inflamatorios como

histamina y prostaglandinas (Van Haeringen, 1981).

I — Capa lipidica 0,1 pm

— Capa acuosa 7 um

Figura 3. Dibujo representativo de la pelicula lagrimal a escala, extraida de (Korb and British
Contact Lens Association., 2002)
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También existe otro modelo de pelicula lagrimal, constituido por dos capas
interdependientes. Esta pelicula esta formada mayoritariamente por una fase
mucinoacuosa en la que se asienta una fase lipidica muy fina, y se regenera y
redistribuye peridodicamente gracias al movimiento de barrido ascendente del

parpado superior (Lozato et al. 2001).

2.2.4. Estabilidad lagrimal

La estabilidad lagrimal se produce cuando existe una integridad de su
estructura (cantidad y calidad de sus componentes, uniformidad e integracién),
una normal distribucién (expansiéon o esparcimiento) sobre el epitelio corneal
para que lo humecte y un adecuado parpadeo (frecuencia, amplitud, etc.)
(Mayorga, 2009).

Cuando alguna de estas variables se encuentra afectada, ya sea por algin
factor intrinseco o extrinseco, la estabilidad disminuye produciendo signos y
sintomas, debido a la pérdida parcial o total de alguna o todas las funciones que
incumben a la pelicula.

Las causas mas comunes son:

una baja cantidad de produccion lagrimal,
¢ una mala calidad, es decir, una capa lipidica pobre que puede favorecer a la
evaporacion de la lagrima. Existen diferentes teorias que explican cdmo
se produce este proceso.
¢ un incorrecto parpadeo que evita la buena distribucién de la lagrima.
e contaminacién ambiental.

Para analizar las modificaciones que ocurren frente a un agente
contaminante se pueden realizar analisis clinicos de rutina, no invasivos, que
permiten clasificar la estabilidad de la misma (Novaes, et al., 2010), asi como
también andlisis bioquimicos de sus diferentes componentes (Ohashi, et al,

2006), y analisis inmunologicos.

2.3Determinacion de las caracteristicas segmento externo y de la
pelicula lagrimal
Las caracteristicas de la pelicula lagrimal y el segmento externo se pueden

evaluar de manera objetiva en un modelo in vivo, agrupadas en cuatro areas:
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Técnicas para evaluar la estabilidad de la pelicula lagrimal: a través del
tiempo de ruptura lagrimal, BUT por sus siglas en ingles. El mismo
representa el tiempo que transcurre entre un parpadeo y el primer signo
de alteraciéon o interrupciéon de las miras. Para su mediciéon se puede
utilizar el BUT con o sin fluoresceina (BUTIN - BUT) (Vitali et al.,, 1994). Y
se puede realizar con las miras de diferentes instrumentos, como el
queratémetro de Helmholtz, Tearscope Plus (Guillon, 1998), topégrafos
con discos de Placidos y con biomicroscopio o Lampara de hendidura.
Técnicas para evaluar la cantidad de lagrima: para valorar el caudal
lagrimal existen diferentes test como ser el test de Schirmer en sus
diferentes formas (I, II o III). Estos determinan la cantidad de fraccién
acuosa basal y refleja de la lagrima (Liotet et al., 1987). También se puede
medir el caudal con el hilo de rojo fenol, que es similar al Schirmer pero
que tiene menor contacto con el globo ocular. Otra forma en que se puede
realizar esta medicion es a través de la altura del menisco lagrimal y el
perfil del mismo con biomicroscopio (Mainstone et al., 1996).

Técnicas para evaluar la capa lipidica: entre ellas esta la disfuncion de las
glandulas de meibomio (DGM) a través de la expresién digital con
biomicroscopio (Bron et al., 1991). Este examen valora el tipo de secrecion
de estas glandulas, pudiendo encontrar desde una secrecion transparente
a una secrecion cerosa con o sin bloqueo total del conducto. También se
pueden valorar las distintas imagenes interferométricas con
biomicroscopio (Yokoi et al, 1996) o tearscope, con el objeto de
determinar el patron lipidico, y estimar el espesor de la capa lipidica.
Técnicas para evaluar la superficie ocular: entre ellas se encuentra la
valoracion de la hiperemia conjuntival y bulbar, que se clasifica segiin
escalas como la de Efron (Efron, 2000) o la de CCLRU (Leve, n.d.), las
tinciones conjuntivales y corneales con fluoresceina (Nichols et al., 2004),
verde de lizamina y con rosa de bengala. Estas permiten visualizar la
tinciéon conjuntival y corneal, asi como también los pliegues conjuntivales
paralelos al parpado (LIPCOF, por su abreviacién en inglés) (Hoh et al.,

1995).
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2.4. Analisis de la composicion lagrimal
Por otra parte, también se pueden determinar la composiciéon de la
lagrima a través de muestras de la misma, para luego cuantificar lipidos y
proteinas a través de técnicas bioquimicas, quimicas o fisicas (A. Kuizenga et al.,
1991; Ohashi et al., 2006; San Sebastian et al., 2001), asi como también valorar la

osmolaridad y el pH.

2.4.1. Proteinas

Como mencionamos anteriormente, en la actualidad se conoce que la
composicion proteica de la lagrima consta de alrededor de 60 proteinas (Li et al.,,
2005; Tapaszto et al., 1965), que forman la primera linea de defensa contra una
infeccion externa, regulan la osmolaridad, amortiguan el pH, y establecen y
controlan las respuestas inflamatorias.

El contenido total de proteinas de las lagrimas depende mucho del método
de recoleccion de las lagrimas. Las lagrimas no estimuladas muestran niveles de
alrededor de 20 mg/mL, mientras que las lagrimas estimuladas presentan
valores mucho mas bajos, del orden de los 3-7 mg/mL, lo que refleja el nivel de
liquido de la glandula lagrimal. La determinaciéon de proteinas totales se
determina por el método de Bradford (1976); Biuret (Gornall et al., 1949) o
Lowry (Lowry et al., 1951). Luego para la determinacion de cada proteina en

particular existen diferentes técnicas que se desarrollan a continuacion.

2.4.1.1. Albumina lagrimal
Los niveles de albumina se pueden determinar por métodos
electroforéticos, en una y dos dimensiones (Reitz et al., 1998). Desde el punto de
vista electroforético es una prealbumina y migra hasta una posicién similar a la
de la prealbumina sérica. Se ha comunicado polimorfismo genético de la

albumina lagrimal (Gachon et al., 1979).
2.4.1.2. Lisozima

El nivel de lisozima en lagrima puede medirse por medio de varias técnicas

bioquimicas como son la electroforesis, electroinmunodifusion, ELISA,
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inmunodifusidén radial, difusién en agar y analisis turbidométricos (Caffery et al,,

2008; Copeland et al., 1982; Glasson et al., 2006).

2.4.1.3. Lactoferrina
La lactoferrina se puede determinar por electroforesis (Kijlstra et al.,, 1989; A
Kuizenga et al, 1991; Kuizenga et al, 1996), ELISA (Glasson et al., 2006). El
método mas usado en clinica es el de inmunodifusién radial, aunque resulte mas

lento (Vitali et al., 1994).

2.4.1.4. Inmunoglobulinas
La determinacion de las diferentes inmunoglobulinas se puede realizar
por métodos electroforéticos, y por inmunodifusién radial (Ballow et al., 1987;

Kuizenga et al., 1990; Petznick et al.,, 2011)

2.4.2. Lipidos

La capa lipidica, resulta de gran importancia debido al rol que cumple en la
estabilizacion de la pelicula lagrimal, a pesar de que cuantitativamente es muy
pequefia. Esta capa disminuye en un 25% la tension de superficie y reduce del
factor 10 al 20 la pérdida acuosa evaporativa. Esta capa proviene
fundamentalmente de la secrecidon de las glandulas de Meibomio. Ademas, esta
capa se puede subdividir en una fase no polar, mas externa y una fase polar,
adyacente a la capa mucino-acuosa. Las caracteristicas estructurales de la fase
polar y la funcién de barrera de la no polar son un resultado directo de la
composicion especifica de la capa (Dougherty and McCulley, 1986; Lozato et al,,
2001; Nichols et al., 2004; Stern and Pflugfelder, 2004).

El glandulas de meibomio contiene ceras (35%), ésteres de esterol (30%),
lipidos polares (16%), diésteres (8,5%) y pequenas cantidades de triglicéridos
(4%), acidos grasos libres (2%) y esteroles libres (2%) (Lozato et al., 2001).

La cuantificacion e identificacién de los diferentes lipidos presentes, se
puede realizar mediante una muestra lagrimal, la cual se disuelve en un
disolvente organico y luego son separados en clases de lipidos antes del analisis
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), con detecciéon UV o por

espectrometria de masas (HPLC-UV o HPLC-MS) (San Sebastian et al.,, 2001). Otra
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técnica posible para este andlisis es la cromatografia de gases, también con

deteccidn por espectroscopia de masas (GC-MS) (Ohashi, et al., 2006).

2.5.Otras determinaciones bioquimicas
2.5.1. Electrdlitos
La concentracion de electrolitos en las ldgrimas es similar a la del plasma.
La capa acuosa contiene sodio, potasio, cloro, bicarbonato, calcio y cantidades de
mas pequeias de otros iones (Albert y Jakobiec, 1994). Los mismos se
determinan mediante un sensor con un conductimetro (Mitsubayashi et al,,

1995).

2.5.2. Osmolaridad

Es una prueba que mide la estabilidad de la pelicula lagrimal, determinada
por el nimero de moles de particulas osmoéticamente activas por litro de lagrima
(mOsm/litro). La medida de la osmolaridad es una de las mejores pruebas para el
diagnostico de la sequedad ocular (Lemp MA., 1995), sobre todo en los estadios
iniciales de la enfermedad si existen cambios histolégicos en la superficie ocular
(Gilbard and Farris, 1979).

Para ello, las muestras de lagrima se deben recoger segun técnicas que
eviten la estimulacion de la secrecién lagrimal (Gilbard et al., 1987), por descenso
del punto de congelacidn, utilizando para ello un osmémetro (Gilbard and Farris,
1983).

El valor normal esta comprendido entre 300 y 310 mOsm/l. En pacientes
con ojo seco con sequedad leve es aproximadamente de 320 mOsm/l; los de
sequedad moderada, alrededor de 330 mOsm/l; y los de sequedad grave, es

superior a 340 mOsm/1 (Murube del Castillo and Cortes Rodrigo, 1989).

2.6.0jo seco
Desde 1994 un grupo de cientificos que investigaban sobre el ojo seco se
reunieron en un taller organizado por el Instituto Nacional de Estados Unidos del
Ojo (NEI) con el objeto de aclarar la definicién y caracteristicas de la enfermedad,
asi como también para acordar parametros confiables para las investigaciones y

ensayos clinicos del ojo seco. El material obtenido de esta reunién sirvio de guia
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para profesionales e investigadores. En el afio 2001 se sumaron mas
investigadores con amplia trayectoria en la tematica, sumados a la Sociedad de la
Pelicula Lagrimal y a la Superficie Ocular (TFOS, por sus siglas en ingles). Luego,
en lo que fue el Taller Internacional de Ojo Seco (DEWS) en el 2007, se
discutieron diferentes aspectos de la patologia, para concluir en un informe final,
que compila informacién de las diferentes investigaciones y hallazgos hasta esa
fecha.

Actualmente se define a esta patologia como una enfermedad
multifactorial de la pelicula lagrimal y de la superficie ocular que causa sintomas
de malestar, trastornos visuales e inestabilidad de la pelicula lagrimal con dafio
potencial en la superficie ocular. Estd acompafiada por un aumento de la
osmolaridad de la pelicula lagrimal e inflamacion de la superficie ocular (DEWS,
2007).

El ojo seco se reconoce como un trastorno de la Unidad Funcional Lagrima
(LFU), un sistema integrado formado por las glandulas lagrimales, la superficie
ocular (cérnea, conjuntiva y glandulas de meibomio) y los parpados, asi como los
nervios sensoriales y motores que los conectan (Stern et al., 1998).

Una enfermedad o dafio de cualquiera de los componentes de la LFU puede
desestabilizar la pelicula lagrimal y causar una enfermedad en la superficie ocular
que se expresa como ojo seco. La estabilidad de la pelicula lagrimal es un sello
distintivo de un ojo normal, que se ve amenazada cuando las interacciones entre
las partes estabilizadoras estan afectadas por una disminucién en la secrecion
lagrimal, un aclaramiento retardado y una composicion alterada de las lagrimas
(DEWS, 2007).

La inflamacién de la superficie ocular es una consecuencia secundaria. El
reflejo de la secrecién de las lagrimas, que es una respuesta a la irritaciéon ocular,
se considera el mecanismo compensatorio inicial, pero con el tiempo, la
inflamacién que acompaifia la disfuncién secretora crénica y la disminucion en la
sensacion corneal finalmente afecta la respuesta refleja, causando a su vez una
mayor inestabilidad de la pelicula lagrimal (Mayorga, 2010). Se considera que la
perturbaciéon de la LFU es muy importante en la evoluciéon de las diferentes

formas de ojo seco.
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En el afio 2006 se adopta el concepto de sistema de la superficie ocular,
que se define como el epitelio humedo superficial y glandular de la cérnea, la
conjuntiva, la glandula lagrimal, las glandulas lagrimales accesorias, el conducto
nasolagrimal y la glandula de meibomio, y sus matrices apical y basal, unidos
como en un sistema funcional tanto por la continuidad del epitelio, por
inervacion, como por los sistemas endocrino e inmune (Gipson, 2007). Las
alteraciones de uno o varios componentes del sistema de la superficie ocular o
sus secreciones resultan en cambios en la composicion de la pelicula lagrimal o de
la superficie epitelial corneal, conduciendo a susceptibilidad a la desecacién y a
dafio epitelial. Este dafio conduce a la liberacion de mediadores inflamatorios lo
cual amplifica y propicia nuevos dafios por desregulacidn crénica del sistema de
la superficie ocular.

Existen diferentes clasificaciones del ojo seco, encontrandose dos grandes

grupos: por la falta de secrecion acuosa o por evaporacion.

Ojo seco

Por falta de secrecion acuosa

sasociado al sindrome de Sjogren (primario y secundario)

*no asociado al sindrome de Sjogren (falta de secresion lagrimal, obstrucion del
conducto de la glandula, bloqueo reflejo, efecto secundario de farmaco
sistémico)

sIntrinseco (falta de grasa meibomiana, trastorno en la apertura palpebral, baja
frecuencia de parpadeo, accién de farmacos accutane)

sExtrinseco (Deficiencia de vitamina A, farmacos topicos conservantes, uso de
lentes de contacto, enfermedad de la superficie ocular).

Cuadro 1. Clasificacién del ojo seco.

La prevalencia de ojo seco esta estimada entre 7.4% y 33.7%, dependiendo
de cdmo se haya diagnosticado esta patologia y de la poblacién estudiada (Lin et
al., 2003; Mccarty et al., n.d.; Moss et al., 2000; Schaumberg et al., 2003; Schein et al.,
1999, 1997). En Estados Unidos, las cifras estiman 3,2 millones de mujeres y 1,6
millones de hombres de 50 aflos o mas, como maximo. Un nimero similar
corresponde a afecciones con sintomas menos severos y una manifestacion
episédica de la enfermedad, que solo se observa durante el contacto con factores

contribuyentes adversos.
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El diagndstico de ojo seco no se puede realizar con un solo test, ya que no
hay per se una sola prueba de diagndstico que se pueda realizar para distinguir
individuos con o sin ojo seco de manera confiable. Ademas, aunque varias son de
uso comun en la consulta, no hay consenso sobre la combinacién de pruebas que
se debe hacer para definir esta enfermedad, ya sea en la clinica o en protocolos de
investigacion. Uno de los principales obstaculos es la falta de correlacion entre los
sintomas oculares causados por irritaciéon ocular de los pacientes y los resultados
de las pruebas clinicas seleccionadas para el ojo seco. Es por ello que se trata de
reto para los profesionales de la visién, ya que es dificil encontrar una buena
correlacion entre signos y sintomas (Miyawaki y Nishiyama, 1995). La
bibliografia sugiere que esta falta de correlaciéon se debe a que no se termina de
comprender la naturaleza intima de los sintomas y su relacién con los resultados
de los test clinicos (Schein et al.,, 1999). Esto nos lleva a valorar el hecho de
entender cdmo se produce la enfermedad, la naturaleza subjetiva de los sintomas,
y la variabilidad en los umbrales de dolor y las respuestas cognitivas a las
preguntas sobre sus sensaciones oculares, a lo que se le puede sumar, la
disminucidén en la sensibilidad corneal relacionada con la edad y el progreso de la
enfermedad.

Por otra parte, la falta de repetitividad de las pruebas y las mediciones
repetidas de las mismas en los mismos sujetos, no dieron correlaciones solidas
(Doughty et al,, 1997; Nichols et al., 2004).

El ojo seco es una enfermedad sintomatica, por lo que el uso de
cuestionarios validados internacionalmente por las diferentes organizaciones de
ojo seco, resultan de gran utilidad para al diagnostico de las diferentes patologias.
Entre ellos se encuentra el McMonnies (McMonnies, 1986), el OSDI (Schiffman
Rm, 2000), el NEI-VFQ (Mangione et al., 1998) y el DEQ (Begley et al., 2003),
entre otros. Aunque en ocasiones, como nombramos anteriormente, puede ser
asintomatica, debido a que no existan sintomas o a que el paciente los naturalice.

El impacto del ojo seco en la calidad de vida esta mediado por:

a) dolor y sintomas por la irritaciéon (Mertzanis et al., 2005);
b) efectos sobre la salud ocular y general;
c) efecto sobre la percepcién de la funcion visual (Gulati et al., 2006; Schiffman

Rm, 2000)
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d) impacto sobre el desempefio visual.

El costo del tratamiento y la falta de una cura para el ojo seco incrementan
el impacto de este importante problema de salud publica.

El nivel de ojos seco varia entre una irritacion leve, que produce una
molestia para el paciente, y una enfermedad incapacitante grave. En sus formas
mas leves puede responder a tratamientos que alivian los sintomas sin modificar
el proceso de la enfermedad. No obstante se ha descubierto que algunos farmacos
puede retardar, detener o incluso invertir el curso de la enfermedad (Galvez Tello
et al., 1998). Es por ello que se necesitan pruebas clinicas que permitan la
deteccién temprana, ya que diversos grupos de pacientes podrian comenzar a
padecer ojo seco por una serie de eventos biolégicos, farmacoldgicos o
ambientales. La exposicion a tales influencias podrian engendrar sintomas de ojo
seco en un grupo de riesgo a un umbral mas bajo que sujetos que no estan en
riesgo de padecer la enfermedad.

Una revision de la literatura revela que la prueba de Schirmer, el tiempo
de ruptura de la pelicula lagrimal (BUTIN), las tinciones corneo-conjuntivales y
los sintomas de incomodidad, son las variables de valoraciéon mas comunes
utilizadas en los ensayos clinicos de ojo seco (Albietz, 2000; Doughty et al., 2002;
Lopez Garcia et al,, 2005; McMonnies, 1986; Pult et al., 2011; Schein et al., 1997).

Aparte de estas variables de valoracion, los ensayos que involucran
agentes antiinflamatorios usaron pruebas, biomarcadores y variables de
valoracion que incluian citologia de impresion (namero de células caliciformes,
morfologia epitelial y expresion de HLA DR, CD3, 4, 8, 40, Apo2.7 y perfiles de
citoquinas) (Avunduk et al., 2003; Pflugfelder et al., 2004). Los ensayos de
secretagogues estudiaron también la osmolaridad, las expresiones de ARNm de
MUC 1, 2, 4 y 5AC (Gilbard et al., 1991, 1990; Tauber et al., 2004). También existe
bibliografia de ensayos con dispositivos de retencién lagrimal, gafas protectoras y
tapones puntales, los cuales toman como variables el indice de aclaramiento
lagrimal, la osmolaridad lagrimal y el indice de funcién lagrimal (TFI), asi como la
estandarizacion de la humedad y temperatura ambiental (Goto et al., 2003; Yen et
al,, 2001).

Actualmente se utiliza una combinacién de pruebas clinicas con

cuestionarios, para poder diagnosticar el ojo seco, pero no existe un protocolo
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determinado para tal fin. Si se ha acordado que es necesario valorar: a) la funcién
visual de manera objetiva, b) la determinacién del volumen y la produccién
lagrimal, c) la determinacién de la estabilidad lagrimal; d) la medida de la

composicion lagrimal y e) la medida de la integridad de la superficie ocular.
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Capitulo 3

Efectos de la contaminacion aérea

3.1.Efectos en la salud general

Segun la OMS mas de dos millones de muertes anuales prematuras, son
atribuibles a los efectos de la contaminacidn del aire en espacios abiertos urbanos
(extramuros) y en espacios cerrados (intramuros). Mas de la mitad de esta carga
de enfermedad recae en las poblaciones de los paises en desarrollo (WHO 2006;
WHO 2009). Esta contaminacion aumenta significativamente la morbilidad y la
mortalidad en la poblacidon en general (Hoek et al., 2002; Maheswaran y Elliott,
2003; Tonne et al., 2007; Simkhovich et al., 2008; Brook et al., 2010).

Estudios realizados en diversos paises, evidencian como la exposicion
cronica a contaminantes relacionados al trafico vehicular y la industria quimica y
petroquimica, tales como MP, metales e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) asociados, compuestos organicos volatiles (COVs) y gases inorganicos
(SO2 y NOx) producen efectos adversos en la salud de la poblaciéon (Massolo et al.,
2002; Ribeiro y Cardoso, 2003; Ostachuk et al., 2008; Cianni et al., 2009; Krewski
et al,, 2009; Wichmann et al.,, 2009; Novaes et al., 2010; Magnani et al., 2011;
Gallardo et al., 2012).

El impacto de la contaminacion aérea en la salud se ha visto

fundamentalmente sobre el sistema respiratorio y cardiovascular. La OMS (2006)
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estima que un 80% de las defunciones prematuras relacionadas con la
contaminacion del aire exterior se debe a cardiopatia isquémica y accidente
cerebrovascular, mientras que un 14% a neumopatia obstructiva crénica o
infeccion aguda de las vias respiratorias inferiores, y un 6% a cancer de pulmon.

Varios autores han reconocido que la vulnerabilidad a problemas
respiratorios es uno de los principales efectos adversos en la salud de la
poblacion (Pope Il y Dockery, 2006; Adar y Kaufman, 2007). Sin embargo, varios
autores reconocen que se deben profundizar estudios conducentes a determinar
y valorar a los efectos en la salud en general (Brook et al., 2010; Briiske et al,,
2011; Roy et al,, 2014; Wong et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Dentro de los contaminantes aéreos, los efectos que genera el material
particulado (MP) sobre la salud estan directamente relacionados a los niveles de
exposicion a los que se encuentran sometidas las poblaciones.

En este sentido, las particulas presentan un riesgo debido a que penetran
en los pulmones, los bloquean y evitan el paso del aire, lo cual conlleva:

e Deterioro de los sistemas respiratorio y cardiovascular;

e Alteracion de los sistemas de defensa del organismo contra materiales
extranos;

e Dafos al tejido pulmonar;

e (arcinogénesis;

e Mortalidad prematura.

Ademas, las particulas tienen la capacidad de absorber diferentes
compuestos que pueden potenciar o desencadenar otros efectos en la salud. Por
ejemplo el hollin, puede absorber sobre su superficie irregular cantidades
significativas de sustancias toxicas, que podrian generar efectos negativos en la
salud, ya que el tamafio de la particula las habilita a acceder a otras estructuras
anatomofisiologicas.

El tamafio de las particulas es determinante para los efectos en la salud
humana, por su diferente capacidad de penetracion en el arbol respiratorio y por
su permanencia en la suspension en el aire, lo cual aumenta la exposicion a ellas
por via de inhalacién. Cuanto mas pequefla es una particula, mas tiempo

permanecera en suspension en el aire y mas profundamente penetrara en el
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pulmén humano. Las MPio son retenidas en la parte superior del arbol
respiratorio y son expulsadas al exterior por la tos y el movimiento de los cilios
de las células epiteliales de la nariz. Por otro parte, la fraccion fina, MP2s, esta
compuesta por particulas suficientemente pequefas que penetran en las vias
respiratorias hasta llegar a los pulmones y los alvéolos, por lo cual se las
denomina «respirables» Estas pueden adsorberse sobre las superficies de las
células y, en consecuencia, aumentar el riesgo de mortalidad prematura por
efectos cardiopulmonares, en exposiciones de corto y largo plazo (Kok et al,,
2009).

Sumado a que el area superficial por unidad de masa de las particulas
grandes es menor que las correspondientes a las pequefias, su capacidad de
transportar gases adsorbidos a cualquier parte del sistema respiratorio -y alli
catalizar reacciones quimicas y bioquimicas-, es mucho mayor en MP2.s.

Es de consenso general que una vez depositado en los pulmones, el MP
genera una cascada inflamatoria con un aumento de las especies reactivas del
oxigeno (ROS en inglés), siendo éste uno de los principales mecanismos
responsables de los efectos téxicos del MP (Harrison y Yin, 2000; Pope Il y
Dockery, 2006).

El pulmo6n responde a la injuria con mecanismos especificos de defensa
que pueden ser adquiridos y modificados con el paso del tiempo al ser
estimulados por la exposicion constante a materiales antigénicos de bajo y alto
peso molecular diseminados por via aérea.

La enfermedad pulmonar croénica y la broncoconstriccion pueden resultar
de la inhalacién de materiales que parecen actuar total o parcialmente a través de
una respuesta alérgica.

Aun considerando que los individuos estdn expuestos a un conjunto de
toxicos presentes en el aire, estudios de cohorte preliminares realizados en
Europa sugieren que el mayor contribuyente a la mortalidad de la poblacién es el
MP:25 relacionado la contaminacién aérea producida por fuentes de combustion
moviles (Brauer et al., 2002).

En la figura siguiente se muestra un esquema de las vias respiratorias, y

los tamaifios de particulas que se asocian a cada zona anatémica.
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Figura 1. (A) Dibujo anatémico del sistema respiratorio. Extraida de
https://bibliotecadeinvestigaciones.wordpress.com (B) Tamario de particulas que se alojan en cada
una de las estructura anatémicas, extraidas de Massolo 2004.

En este sentido, se define como personas sensibles o poblaciones
vulnerables a quienes padecen afecciones pulmonares o cardiovasculares
cronicas obstructivas, influenza o asma, asi como los ancianos y los nifios.

Por lo tanto, la magnitud de la afeccién a la salud es en funcién del tamafio
de las particulas presentes en la atmdsfera local, de la concentraciéon de las
particulas y las composiciones quimica y fisica de las particulas, asi como también
del tiempo de exposicion y de la susceptibilidad de las personas.

La exposicion cronica a las particulas aumenta el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, asi como de cancer de pulmon. En los paises en
desarrollo, la exposicibn a los contaminantes derivados de la quema de
combustibles sé6lidos en fuegos abiertos y cocinas tradicionales en espacios
cerrados, aumenta el riesgo de infeccion aguda en las vias respiratorias inferiores
y la mortalidad por esta causa en los nifios pequefios (Barrios Casas et al., 2004).
La contaminacién atmosférica en espacios interiores procedente de combustibles
solidos, constituye también un importante factor de riesgo de enfermedad
pulmonar obstructiva créonica y cancer de pulmén entre los adultos. La
mortalidad en ciudades con niveles elevados de contaminacién supera entre un
15% y un 20% la registrada en ciudades mas limpias. Incluso en la Union
Europea, la esperanza de vida promedio es 8,6 meses inferior debido a la
exposicion a las MP25 generadas por actividades humanas (WHO y EC, 2002).

Por otra parte, hay evidencia de que la exposicion crénica a la

contaminacion del aire se asocia con la diabetes mellitus, por lo que el MP1o
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parece ser un marcador util para la diabetes, aun cuando las concentraciones del
MP son inferiores a las directrices de calidad del aire (Bello Rodriguez et al,,
2012; Eze et al., 2014). Asi como la exposicidn a corto plazo durante la actividad
fisica, a contaminantes aéreos provenientes del trafico vehicular, mostré cambios
en la presion arterial, la modulacion autondémica cardiaca, y/o la funcién
vasomotora, pudiendo contribuir a la morbilidad cardiovascular (Weichenthal;
Liao et al,, 1999; Brook et al., 2002).

Asimismo, el aumento de la contaminacién del aire se asocié con un
incremento de marcadores inflamatorios en sangre, y de coagulacion / fibrindlisis
como ser interleuquina (IL)-6, el ligando de CD40 soluble (sCD40L), el
fibrin6geno, la mieloperoxidasa (MPO), y el inhibidor del activador de
plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), en poblaciones susceptibles de diabéticos tipo 2,
con intolerancia a la glucosa y con predisposicién genética (Riickerl et al., 2014).
Anteriormente se habia reportado que la IL-6 responde a los contaminantes del
aire en cuestion de horas en algunos estudios epidemiolégicos (Riickerl et al.,
2007).

La problematica regional de la contaminacién del aire y sus efectos en la
salud ha sido estudiada fundamentalmente en paises en los cuales, por
situaciones meteorologicas adversas, estos efectos se agravan, tipicamente
fenomenos de inversion térmica en Santiago de Chile o el Distrito Federal de
México, pero también en otros que han logrado generar cierta tradicion en la
materia e incluso desarrollar estudios exhaustivos y de gran importancia, como
es el caso de Colombia, Pert, Brasil y Argentina (Gioda et al., 2004; O’Neill et al,,
2008; Cianni et al., 2006; Muller et al., 2006; Wichmann et al., 2009; Massolo et al.,
2010; Colman Lerner et al., 2013; Colman Lerner et al.,, 2014).

Estudios realizados en ambas zonas, encontraron diferencias significativas
en cuanto a los niveles de material particulado (MP), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs), y los compuestos organicos volatiles (COVs) en distintas
regiones, siendo dichos niveles mayores en la zona industrial , a los que se les
suma los efectos adversos en la funcion respiratoria en los habitantes, ya que se
han observado asociaciones significativas en cuanto al aumento de MP y COVs y el
acentuacion de sintomas respiratorios, mayor exacerbaciéon del asma, y una

disminucién de la funcién pulmonar en nifios de 6 a 12 afios que residen en la
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zona industrial (Cianni et al., 2009; Wichmann et al., 2009). Asimismo, se han
evaluado los efectos cancerigenos a través del riesgo de contraer cancer en toda
la vida (LCR) asociado a la exposicién a benceno en nifios y si bien el LCR era
mayor al nivel recomendado por la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados
Unidos (US EPA) en las dos zonas, en la zona industrial ademas superaba los

estandares de la OMS (Massolo et al,, 2010; Colman Lerner et al., 2014).

3.2. Efectos en la Salud ocular
Los efectos perjudiciales de la contaminacion del aire en los ojos no se
encuentran bien documentados, y resulta de gran importancia, ya que los ojos
podrian ser vulnerables debido a su constante exposicidén al aire.

Los sintomas de la sequedad de los ojos son comunmente asociados a la
contaminacion aérea. Una causa comun de la irritacion ocular es la exposicion al
humo de cigarrillo (Shephard et al., 1979), aunque también la sequedad e
irritacion ocular ha sido relacionada al aire interior o contaminacién intramuros
(Franck et al., 1993; Thriene et al., 1996), mas especificamente al sindrome de
edificio enfermo, representando un cuarto de las enfermedades ocupacionales en
los paises desarrollados (Kok et al., 2009), asi como también se han encontrado
efectos generados por la contaminacion fotoquimica (Altshuller, 1977). Algunas
investigaciones muestran sintomas que aparecen debido a la exposicidn al aire
contaminado, como dolor y picazon (McMonnies et al, 1986), irritacion
(Altshuller, 1977), visidon reducida y una mayor sensibilidad a la luz (Lemp,
1995). En el caso de los usuarios de lentes de contacto, se podria manifestar la
intolerancia a las mismas (Korb y Henriquez, 1980).

Se considera que la sequedad ocular puede provocar la inestabilidad de
la pelicula lagrimal (Holly, 1985) y las concentraciones de sus componentes se
pueden ver comprometidas. La acidificacién de pH por los altos niveles de
oxidantes (NO, NOz, y SO2) en el aire podria ser responsable de estos efectos
(Andrés et al., 1988).

Varios estudios demuestran las relaciones frente a exposiciones de CO y
MP35 (Siddiqui, et al., 2005), de CO (Ellegard, 1997), o de hidrocarburos totales de
petroleo en aguas (San Sebastian, et al.,, 2001), y los sintomas y signos oculares

que presenta la poblacion que vive cerca de fuentes de contaminacion, asi como

58



también los diferentes factores de riesgo en la prevalencia del ojo seco (Sahai y
Malik, 2005).

Estudios mas recientes han determinado ciertas alteraciones en el
segmento anterior del ojo atribuidas a la contaminacion de aire, como ser altos
niveles de alteraciones de la superficie ocular subclinica (BUTIN y Schirmer)
fueron encontrados en las personas que viajan en zonas altamente contaminadas
(Saxena et al., 2003); asi como efectos en la mucosa ocular, viéndose asociaciones
positiva y significativas entre la exposicién a la contaminacién del aire (NO2) y la
hiperplasia de células caliciformes en la conjuntiva humana (Novaes et al., 2007).
También se vieron disminucién en la estabilidad de la pelicula lagrimal y
trastornos de la superficie ocular subclinicas (BUT Y Schirmer) (Gupta et al,,
2007; Novaes et al.,, 2010; Moen et al., 2011; Torricelli et al., 2014) y en la
incidencia de afecciones palpebrales como la blefaritis (Malerbi et al., 2012).
Sugiriéndose que los sintomas de malestar ocular y el tiempo de ruptura lagrimal
podrian ser utilizados como bioindicadores convenientes de los efectos adversos
para la salud generados de la contaminacion del aire derivados del trafico
(Novaes et al,, 2010).

Por otra parte, se ha descripto la presencia de diferentes tipos de
mucinas en la superficie ocular: las secretadas por las células de Goblet (GC)
(MUCS5A, MUC19), las expresadas por las glandulas del acino lagrimal (MUC7), y
las asociadas a los epitelios corneal y conjuntival (MUC1, MUC4, MUC16). La
produccion de algunas de ellas se ha visto alterada en ciertas afecciones oculares
como el “ojo seco” (Gipson et al., 2004; Yu et al,, 2008; Floyd et al,, 2012), pero
hasta la fecha no existen reportes sobre efectos de la contaminaciéon ambiental
sobre la expresion de mucinas en la superficie ocular o en la secrecion lagrimal.

Sin embargo, se han encontrado estudios que indican perfiles proteicos
anormales (Ohashi et al., 2003), o mas especificamente mucinas que se pueden
utilizar como biomarcadores de algunas alteraciones oculares (Zhou et al., 2009),
como ser algin subtipo de ojo seco (Albietz 2000)., No obstante, un estudio
reciente encontrd que la exposicion a largo plazo a contaminantes aéreos puede
aumentar la densidad de GC y, en consecuencia, aumentar los niveles de ARNm de

MUCS5AC formadores de gel (Torricelli et al., 2014).
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Por otra parte, se han visto aumentadas las concentraciones de proteina C-
reactiva en poblaciones expuestas a alto transito vehicular (Fuks et al.,, 2014),
como asi también una disminucién de interleuquina (IL)-2, IL-8, IL-10 y TNF-a
frente a la exposicion a compuestos nitrogenados (Mostafavi et al., 2015).

Los mecanismos exactos a través de los cuales los contaminantes del
aire interfieren con la pelicula lagrimal, cdrnea y conjuntiva no estan bien claros a
la fecha, por lo que se requiere de mayores estudios en la materia para poder
determinar también como el organismo compensa los cambios inducidos por la
exposicién crénica a la contaminacion del aire y cémo poder identificar
individuos susceptibles que requieren de tratamiento temprano, con el fin de

prevenir los trastornos crénicos, y promover una salud ocular.

3.3 Descripcion de la zona de estudio

La region costera del borde sur del Rio de La Plata, en la Provincia de
Buenos Aires se caracteriza por un importante desarrollo socioeconémico. En
particular el sector comprendido por las cuencas hidrograficas que se desarrollan
en los Partidos de La Plata, Berisso y Ensenada presenta una fuerte actividad
industrial, actualmente en expansion, lo cual representa uno de los sectores de
mayor dinamismo socioeconémico y poblacional en relacion a ese tema en

nuestro pais (Kruse et al.,, 2011).

3.3.1 Ensenada: caracteristicas de la zona y contaminacion industrial
La Ciudad de Ensenada se encuentra ubicada al este de la Provincia de
Buenos Aires, sobre el litoral Sur del Rio de La Plata, a 7 kilometros de la ciudad
de La Plata. Es una ciudad cercana a Berisso, que cuenta con una cantidad de
56.129 habitantes segun el Censo realizado en el 2010. (Instituto Nacional de
Esadisticay Censos (INDEC), 2011).
Debajo se muestra la Figura 2 correspondiente a la vista aérea de la ciudad

de Ensenada.
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Figura 2. Mapa de la ciudad de Ensenada y del polo industrial, obtenidas del Google Earth versién
7.1.2.2041)

En sus inicios Ensenada comenzod a cobrar vida alrededor de la industria
de la carne. Prontamente seria marcada por la industria pesada, asi es que en el
afio 1923 el Gobierno nacional cedi6 tierras de su propiedad a la Secretaria de
Marina para la instalacion, al margen derecho del Rio Santiago, de un astillero,
siendo este el origen de Astilleros y Fabricas Navales del Estado S.A. (AFNE S.A.)
mas conocido como Astilleros Rio Santiago. Ademas se desarroll6 en la zona, un
polo petroquimico, conformado principalmente por las destilerias de YPF y
Petroquimica General Mosconi. Esto contribuyo al poblamiento de la zona,
generando una fuerte recepciéon de mano de obra (Lamaisén, 2014).

Una de las principales amenazas a las que esta expuesta la poblacion de
Ensenada, se debe a la actividad industrial, dedicadas mayoritariamente a
procesos derivados de la explotacion del petréleo. El Polo Petroquimico
constituye uno de los tres principales en Argentina junto a los polos de Bahia
Blanca, en la Provincia de Buenos Aires y de San Lorenzo, en Santa Fe, los cuales
concentran la mayor parte de las industrias de este sector en el pafs.

Este polo, nace en 1925 con la inauguracién de la Destileria “La Plata” de
YPF. Posteriormente, en torno a la Destileria se instala, el Polo Petroquimico de
Ensenada, formado por varias industrias en las que se desarrollan procesos
productivos, que a partir de la utilizacion de materias primas tales como el gas
natural o los derivados de la destilacidn del petroleo, elaboran productos basicos

intermedios o finales. Estas empresas son Petroken, donde se produce
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polipropileno, siendo la mas importante de Argentina y Polibutenos Argentinos
S.A. - Aco Sapic, que produce polibutenos, principalmente el "Polybut" que es
una marca registrada de YPF; Maleik S.A. y es una planta quimica destinada a la
produccion de anhidrido maléico.

Actualmente este polo se divide en tres grandes grupos: la refineria y
destileria, los lubricantes, y las unidades de petroquimica. Por otro lado, la
empresa Copetro, instalada en la zona desde 1982, se encarga de almacenar y
calcinar el coque para luego venderlo; este carbon de coque ha sido detectado
como el principal responsable de problemas respiratorios de los pobladores de la
region.

Dada la magnitud de las industrias que conforman el polo, son
consideradas de tercera categoria segun la clasificacion de la ley provincial N°
11.459 de Radicacion Industrial. Esto implica que “se trata de establecimientos
que se consideran peligrosos porque su funcionamiento constituye un riesgo para
la seguridad, salubridad e higiene de la poblacién u ocasiona dafos graves a los
bienes y al medio ambiente” (Observatorio Petrolero Sur, 2015).

En la figura 3 se indican las diferentes plantas industriales situadas en el

polo petroquimico.

Figura 3. Imagen las diferentes industrias que se encuentran en el polo industrial. Imagen obtenida
de Velazco, et al.,, 2006.
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3.3.2. La Plata: caracteristicas de la zona

La Plata es una ciudad planificada, paradigma de planificacién urbanistica
de fines del Siglo XIX. También es un ejemplo del higienismo que comenzaba a
tomar importancia en esa época.

Por ser una ciudad proyectada antes de construirse, con pensamientos
tributarios del racionalismo triunfante con la Revolucion francesa, puede
afirmarse que es la primera construida en el mundo de acuerdo a las ideas
republicanas, en medio del afianzamiento de la Revolucion Industrial, la
consagraciéon de la ciencia positivistay el nacimiento de la utopia de una vida
social y ecolégicamente mas armdnica (Soler, 1982).

La traza de la ciudad, concebida por el arquitecto Pedro Benoit, se
caracteriza por una estricta cuadricula y sus numerosas avenidas y diagonales,
que ocupa alrededor de 25 km?2. La forma aproximada del plano original es la de
un cuadrado de 38 x 38 cuadras. La convergencia de las dos diagonales mas
importantes, 73 y 74, que atraviesan la ciudad de este a oeste y de norte a sur,
respectivamente, se produce en la Plaza Moreno, la principal de la ciudad, en cuyo
centro se encuentra la Piedra Fundamental.

El diagrama de ciudad contempla cada seis calles una avenida, y en cada
interseccion de dos avenidas aparece uno de sus 23 parques y plazas (incluido
el Paseo del Bosque), interconectados a su vez por diagonales.

La Plata es la Capital de la Provincia de Buenos Aires, distante 56
kilobmetros en direccion sudeste de la ciudad de Buenos Aires, capital de la
Republica Argentina; y se encuentra a 9,87 metros sobre el nivel del mar.

Con una poblacién estimada por el ultimo Censo Nacional (Instituto
Nacional de Esadistica y Censos (INDEC), 2011) en 799.523 habitantes, y una
superficie territorial de 940,38 kildémetros cuadrados, la densidad habitacional
refleja 585,2 habitantes por kilometro cuadrado, convirtiéndola en la mas

populosa de la Provincia. En la figura 4 se muestra una imagen aérea de la misma.
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Capitulo 4

Estudio de casos - Metodologias

4.1.Monitoreo de contaminantes aéreos

Frente a los datos bibliograficos obtenidos por nuestro grupo de contaminacion
atmosférica, y con el objetivo de corroborar si estos niveles de MP se mantenian
durante el periodo del estudio, se tomaron muestras de MP, en ambas zonas. Las
mismas fueron recolectadas por medio de un muestreador de bajo volumen
(minivol airmetrics). en este, por medio de una bomba, el aire es forzado a pasar a
través de un separador de tamanos de particulas (impactadores) y luego a través
de un medio filtrante, donde queda depositado el material particulado (Baldauf et
al, 2001).
La tasa real de flujo volumétrico fue de 51 min-1. Los muestreos fueron efectuados
por un tiempo aproximado de entre 5 y 6 dias para cada muestra de MP2 s y de entre 2

y 3 dias para cada una de MPjo en cada sitio de muestreo. Como medio filtrante se
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utilizaron filtros de politetrafluoroetileno (ptfe) y de fibra de vidrio de 46.2 mm
de diametro y de 2 um de diametro de poro. El contenido de MP1o y MP25 en cada
muestra se determina por gravimetria.

Los puntos de muestreo considerados para este trabajo fueron para la
zona industrial: en la Cooperativa Futuro Ensenadense y en las instalaciones de la
Universidad Tecnoldgica Nacional regional La Plata, y para la zona urbana: el en
centro del casco urbano (44 y 13) y en la interseccién de la calle 29 y 65.

Ademas, se tuvo en cuenta los datos meteorolégicos durante el periodo del
estudio, los cuales fueron obtenidos de una estacién situada en la Universidad

Tecnoldgica Nacional regional La Plata, y se detallan a continuacidn:
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Figura 1. Datos meteoroldgicos durante 2013-2014, presentados como la media de cada mes. Los
datos se obtuvieron de la estacion meteoroldgica ubicada en la Universidad Tecnolégica Nacional
regional La Plata.

4.2.Poblacion de Estudio
Para analizar el efecto de la contaminacion aérea y asociarlo a los efectos
en la salud, especificamente sobre las alteraciones oculares, se definié a las zonas
en base a las diferencias encontradas en cuanto a los niveles de contaminantes

atmosféricos. Por este motivos se evaluaron dos poblaciones, una poblacion de la
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ciudad de Ensenada denominada area industrial (I) y otra correspondiente al
casco urbano de La Plata, denominada area urbana (U).

El Estudio se realiz6 durante el 2013 y 2014, en personas adultas que
viven y trabajan en las zonas de estudio (I y U), constituyendo dos grupos
compuestos por 34 de la zona I, los cuales trabajan en la Cooperativa Futuro
Ensenadense y 44 de la zona U, que trabajan en la Facultad de Ciencias Exactas -
UNLP. Cuyas edades estan comprendidas en el rango etario de 18 a 62 afos. Al
momento del estudio ninguno de los participantes del mismo se encontraban bajo
tratamiento médico con firmacos de ninguna clase.

Los estudios se llevaron a cabo en las instalaciones del Programa
Ambiental de Extension Universitaria (PAEU), y en el Programa Laboratorio de
Salud Publica (PLSL), ambos de la Facultad de Ciencias Exactas - UNLP.

El estudio se organizé en estaciones donde se realizaban las diferentes
metodologias de estudio. Comenzando en el (PLSL), donde los voluntarios debian
concurrir con un ayuno no menor a 12 horas. Al ingresar la médica responsable le
explicaba los procedimientos a los pacientes y luego de su comprension, los
mismos firmaban consentimiento informado, el cual fue aprobado por el Comité
consultivo central de bioética de la Universidad Nacional de La Plata. Siendo
condicion de participacion la firma del mismo. Tanto el consentimiento
informado como el protocolo utilizado se encuentran en el ANEXO I Y II,
respectivamente. Al mismo tiempo, la médica realizaba la encuestas de salud y
condiciones socio-econdmicas.

Posteriormente se realizaba la toma de la muestra sanguinea, a cargo de la
bioquimica responsable del PLSL, y seguidamente, se le extraia una muestra de
lagrima.

Inmediatamente después se le realizardn las pruebas respiratorias y las
diferentes determinaciones oculares.

Finalmente, en los 15 dias posteriores al estudio, los responsables del
trabajo pasardn por su domicilio o lugar laboral y se les entregaban los
resultados obtenidos en los diferentes andlisis. Y en el caso de ser necesario se los
derivaba al profesional correspondiente.

Tanto el formato de encuesta como el de la historia clinica utilizada se

puede ver en el ANEXO IIl y IV, respectivamente.
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A continuaciéon se muestran las zonas de estudio, con los sitios de
muestreo, asi como tambien las direcciones de los diferentes voluntarios y las

instituciones participantes.

Berisso
O
gL
Ringuelet
Tolosa
Lo ot 25
o Unico. . a4
_a Plata
e
Carlos o e
e T,
= = ' % (11
PSR 215 o
o - § 10| B .
7 Altos de San

Lorenzo
Figu?a 2. Mapas de la ciudad de La Plata y Ensenada, donde se marcaron en color rojo las
direcciones de los voluntarios que participaron en cada zona, asi como también los puntos de
muestreo (banderin celeste) y las instituciones que participaron (casa amarilla), obtenidas del
google My Maps, version 2015. En el recuadro superior izquierdo se observa la frecuencia de los
vientos para los afios del estudio.

4.3. Caracterizacion de las zonas de estudio
4.3.1. Encuestas de salud y de condiciones socio-econd0micas

Con el fin de aportar un panorama sobre las condiciones socio-
econdmicas de los voluntarios, es que se realizé una encuesta tanto a la poblacién
de la zona urbana (U) como la zona industrial (I), la cual nos permitiera
caracterizar a la poblacién. Esta encuesta, llevada a cabo por la médica
responsable del estudio, estaba constituida por cinco ejes predominantes:
a) Caracteristicas y servicios con los que cuenta su vivienda actual asi como
también la direcciéon del mismo;
b) Antecedentes de alergias (rinitis, eccemas, asmaticos);
c) Antecedentes de afecciones respiratorias (con necesidad de atencién en algtin

servicio de salud, sintomas);
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d) Presencia de enfermedades crénicas y oncoldgicas);

e) Habitos (habitos nutricionales, toxicos) y medicamentos. En las encuestas
realizadas a mujeres, ademas de los items anteriores se agregaron preguntas
sobre el estado gestacional actual, cantidad de gestaciones y partos.

Ademas, con los datos personales de peso y altura se calcul6 el indice de masa

corporal (IMC). IMC=masa/estatura?, siendo la unidad de medida el SI (kg/m?).

4.3.2. Espirometrias
Con el objeto de evaluar la funcién respiratoria de los voluntarios, se
realizaron estudios de funcién pulmonar en la poblacién de la regién, mediante
ensayos tales como la medicién de FVC: capacidad vital forzada; FEV1: volumen
espiratorio forzado en el primer segundo; y de la relacion FEV1/FVC.
Se utilizé6 la prueba espirométrica, utilizando un espirémetro portatil

calibrado, segin las recomendaciones internacionales (Wichmann et al., 2009).

4.3.3. Analisis sanguineo
Con la premisa de determinar pardmetros sanguineos, como ser el
hemograma y su formula leucocitaria, se realiz6 la extracciéon de 10 ml de sangre
en los voluntarios de ambas zonas por medio de la técnica de punciéon venosa
empleando material estéril. Los pacientes tuvieron 12 hs de ayuno. A las
muestras se las anticuagulé con EDTA, para la determinacién del hemograma.

Para ello se utilizé un autoanalizador Metrolab CM 250, Argentina.

4.4. Analisis del segmento externo
4.4.1. Evaluacion de las estructuras del segmento externo
Para la evaluacion del segmento exterior se realizaron diferentes pruebas
que pueden emplear o no biomicroscépio o lampara de hendidura (LH), con un
sistema de imagenes adaptado (cdmara digital Canon mod. Eos revel T3i réflex).
Las imagenes se obtuvieron con un aumento y tipo de luz correspondiente
a la técnica utilizada para cada visualizaciéon. Las cuales estan destinadas a

valorar diferentes aspectos.
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El biomicroscopio o lampara de hendidura es un instrumento inventado
por Gullstrand, lo que le otorgd el premio nobel (Ravin, 1999). Este equipo
consiste en tres partes principales:

e El brazo o6ptico que alberga los oculares y los elementos de
magnificacion.

e El brazo de iluminacién que contiene la fuente de iluminacién y sus
controles.

¢ Elmarco de posicionamiento del paciente.

Estas partes estan conectadas a una base que tiene un comando que el
examinador usa para mover el brazo 6ptico y el de iluminacién. La movilidad de
ambas partes le permite al observador realizar diferentes técnicas de iluminacién
para visualizar las diferentes estructuras, y poder determinar en algunos casos
anomalias de las mismas (Kercheval y Terry, 1977).

En el ANEXO V se detallan todas las técnicas de iluminacién posibles con
una descripcién detallada de la misma, con su angulo de iluminaciéon y su

magnificacion correspondiente, asi como también que nos posibilita examinar.

Tanto el orden de las diferentes observaciones en el segmento ocular

como los protocolos utilizados para cada observacion se detallan en el ANEXO VI.

4.4.1.1. Valoracion sin colorantes de la conjuntiva y los

parpados

Se valor¢ la hiperemia conjuntival bulbar, tarsal y limbal con iluminacién
difusa, intensidad media, angulo de 30° y con un aumento 10X en biomicroscopio.
Las mismas se valoraron segun escala de Cornea and Contact Lens Research Unit
(CCLRU) (Terry et al,, 1993).

Con el mismo tipo de iluminacién se valor6 el parpado para poder
diferenciar la blefaritis presente a la cual se la cuantificé segun la escala de Efron

(2000).

4.4.1.2. Valoracion con colorantes de la cornea y conjuntival
4.4.1.2.1. Con fluoresceina. Se utilizaron tiras de 1 ug de fluoresceina

sodica (Hub Pharmacerticals, CA 91730, USA) humedecidas con solucién
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fisiologica y se observo la tincion con luz cobalto y filtro amarillo 12 de Kodak
Wratten en LH (Nichols et al., 2004). Este colorante permite visualizar la tincion
conjuntival y corneal, debido a que la fluoresceina penetra en los espacios
intercelulares donde células epiteliales estan dafiadas, perdidas o desplazadas.

Se utiliz6 la escala CCLRU, en donde se divide a la cérnea en 5 partes y se
contempla el tipo, la profundidad y la extensién de la tincién corneal, asi como
también se valora la tincién conjuntival (Terry et al., 1993).

Ademas este colorante permite también visualizar los pliegues
conjuntivales paralelos al parpado (LIPCOF, por su abreviacion en inglés) (Hoh et
al., 1995). Estos son pliegues conjuntivales que se disponen de manera horizontal
en la zona de transicién del centro hacia el tercio temporal del parpado inferior.
Los grados estan de acuerdo con el tamafio y nimero de pliegues conjuntivales en
comparacién con la altura normal del menisco, y han sido clasificados por Hoh

(1995).

4.4.1.2.2. Con verde de lisamina. Se utilizaron tiras de 1,5 mg de
verde de lisamina (Hub Pharmacerticals, CA 91730, USA), humedecidas con
solucion fisiolégica y se observé la tincién con luz blanca en el biomicroscopio
con intensidad de iluminacién media y una magnificacion entre 10X a 16X. Este
colorante tifie las células degeneradas o muertas y los filamentos de moco

presentes en la pelicula lagrimal. Se utilizo la escala de Norn (1973).

4.4.2. Evaluacion de la pelicula lagrimal

4.4.2.1. Valoracion de la cantidad lagrimal

4.4.2.1.1. Test de Schirmer I Determina la cantidad de fraccion
acuosa lagrimal, tanto la basal como la refleja presente en el paciente. Esta prueba
utiliza con tiras de papel filtro Whatman N° 41, de 35 mm de largo y 5 mm de
ancho, previamente rotuladas (Hub Pharmacerticals, CA 91730, USA) las cuales se
doblan en el extremo redondeado y se colocan en el saco conjuntival inferior, sin
anestesia tépica por el periodo de 5 minutos y se valora segin humedecimiento

de la tira. (Van Bijsterveld, 1969). Valores menores 10mm en /5 min son
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considerados como una hiposecrecion de la pelicula lagrimal, mas

especificamente de la secesion acuosa (Vitali et al., 1994).

Figura 3. Imagen de la técnica de Schrimer 1. Obtenida con una cdmara digital Canon mod.
Eos revel T3i réflex.

4.4.2.1.2. Menisco Lagrimal. Se determind la altura central del
menisco lagrimal en relacion al borde libre del parpado inferior, asi como
también el perfil del mismo con biomicroscopio. Alturas menores a 0,35 mm
indican una cantidad reducida de fluido lagrimal y era una indicacién de ojo seco
(Mainstone et al., 1996). Ademas un menisco uniforme es indicativo de un ojo

sano mientras que uno ondulado o discontinuo da indicio de un ojo seco.

4.4.2.2. Evaluacion de la estabilidad

4.4.2.2.1. Tiempo de ruptura lagrima (BUT en inglés). Es el intervalo
de tiempo entre el ultimo parpadeo y la aparicion de la primera zona seca
distribuida al azar. Esta prueba fisiologica simple sirve para evaluar la estabilidad
de la pelicula lagrimal precorneal de manera cualitativa. Esta prueba puede
utilizarse con o sin la instilacion de fluoresceina denominandose BUT o BUTIN.
En nuestro caso determinamos el BUTIN con tiras de 1 pg de fluoresceina sodica
humedecidas con solucién fisiolégica (Hub Pharmacerticals, CA 91730, USA) y se
observ6 con biomicroscopio, luz cobalto y un aumento de 10X (DEWS, 2007;
Vitali et al, 1994). La medida toma el valor luego de promediar tres
determinaciones. Los valores mayores a 10s son considerados normales,
valores menores se consideran pudiendo ocurrir esta situacién en pacientes con

deficiencia de mucina o lipidos en los ojos (Vitali et al., 1994).
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Figura 4. Secuencia en imdgenes del rompimiento lagrimal, obtenidas por el sistema de
imdgenes con luz cobalto y filtro amarillo 12 de Kodak Wratten.

4.4.2.3. Evaluacion de la capa lipidica
4.4.2.3.1. Disfuncion de las glandulas de meibomio (DGM). Se
observé a través de la expresion digital con biomicroscopio (Bron et al., 1991).
Este examen valora el tipo de secrecion de estas glandulas, siendo una secreciéon
transparente caracteristica de un ojo sano, mientras que una secrecién cerosa con
o sin bloqueo total de la gldndula predominante en los casos de disfuncién grave.

Se valoré segtn (Efron, 2000).

4.4.2.3.2.  Patrones lipidicos. Se conoce de esta manera a las distintas
imagenes interferométricas obtenidas con la técnica de reflexion especular con
un paralelepipedo medio enfocando en capa lagrimal, aumento de 25X e
intensidad alta con biomicroscopio (Yokoi et al., 1996). Se determinar de manera
cualitativa el espesor de la capa lipidica de la lagrima, segun (Guillon, 1998, 1982)
dependiendo del espesor que posea la capa lipidica es el color sera la forma

resultante del patron lagrimal.

Espejo,
_zona
- brillante

’I - N , Patrén L
lagrimal g
k J . Paralelepipedo
Figura 5. Imagen'de la Ildmpara de hendidura posicionada para la observacién del patrén.

Imagen de la derecha observacion del patron con la técnica de reflexion especular, obtenidas de
(Faccia, 2014).
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4.50jo seco
Con el objeto de valorar la incidencia del ojo seco en las dos zonas de
estudio se realizaron diferentes encuestas y pruebas clinicas, que permitieran

valorar este tipo de alteracion ocular.

4.5.1 Através de cuestionarios (Subjetivo)

Se les pidi6 a los voluntarios que realizaran dos cuestionarios para
detectar la condicién de ojo seco de manera subjetiva. estos fueron el ocular
surface disease index (OSDI) (Schiffman rm, 2000) y el McMonnies (mm)
(McMonnies et al.,, 1998; McMonnies, 1986). ambos cuestionarios contienen
preguntas sobre la funcion visual, sintomas oculares y estimulos ambientales.
Las respuestas fueron valoradas segtn la bibliografia antes mencionadas y se
consideraron las respuestas del OSDI con valores = 12 como sospecha de ojo
seco mientras que valores = a 10 de la encuesta MM como posibilidad de ojo

seco (DEWS, 2007).

4.5.2 A través de la evaluacion del segmento anterior

(Objetivo)

Es importante destacar que, debido a la etiologia del ojo seco, no existe
una unica prueba clinica que por si sola sea suficiente para su diagnoéstico. Es por
ello que se tomaron dos criterios objetivos de evaluacién:

El criterio 1 (CRT 1) considera a pacientes con ojo seco cuando Schirmer <
10 mm/ 5 min y BUTIN < 10 s. Por su parte, el criterio 2 (CRT 2) tiene en cuenta
el Schirmer, el BUTIN, el patrén lagrimal, la tincién conjuntival con fluoresceina y
LIPCOF, y considera que teniendo al menos 3 de estas pruebas con valores fuera

de rango normal, el paciente presenta ojo seco.

4.6 Extraccion de muestras de lagrima
La extraccion de las muestras de lagrimas se realizé en ambos ojos de un
mismo paciente tal como se describe en la prueba de Schirmer I (Gil del Rio,

1981). Si bien la prueba tiene otra finalidad, que ya fue mencionada en la parte de
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valoracion de la pelicula lagrimal, se la ha reconocido como una manera tutil y en
algunos casos muy eficaz para la extracciéon de muestra de lagrimas (Lam et al,,
2014).

Seguidamente se colocaron las tiras conteniendo las muestras de lagrima
en tubos ependroff. Se agregaron 100 pl de solucion fisiologica estéril en cada
tubo con el fin de extraer la muestra embebida en la tira y se centrifug6é a 10000
rpm por 5 min (Legend Micro 17/17b centifuge, Thermo scientific). Las muestras
extraidas se colocaron en tubos ependorff limpios y se almacenaron a -20 °C

hasta su analisis.

4.7 Analisis de las muestras
Con el fin de indagar sobre la composicién de la pelicula lagrimal posterior
a su extraccion, se realizaron diferentes determinaciones con el objetivo de

valorar su composicién proteinica y lipidica, la cual se detalla a continuacidn.

4.7.1 Composicion proteinica de la lagrima

Se llevé a cabo la determinaciéon de proteinas totales por el método de
Bradford (Bradford, 1976) en las muestras de ojo derecho (OD) y al ojo izquierdo
(OI) de cada uno de los pacientes que participaron del estudio.

Bradford es un método colorimétrico utilizado para determinar la
concentracion de proteinas en una muestra, a través de una curva de absorbancia
vs concentraciéon de proteinas.

Para ellos se utiliza un colorante Coomassie blue G-250, el cual se adhiere
a las proteinas, mas especificamente a los enlaces peptidicos, lo cual genera una
solucidén colorida la cual tendra una Absorcion determinada por la concentracién
de proteina que se encuentre en esa muestra.

Cuando uno quiere cuantificar la cantidad de proteinas presentes en una
muestra determinada, lo que se hace es una curva estandar con seroalbumica
bovina (BSA) a diferentes concentraciones. Luego esta se grafica y nos servira
para determinar la concentracion de la proteina en nuestra muestra.

Se realizan las medidas por duplicado y se obtiene una media, la cual se

graficara vs la concentracion.
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Sobre estas muestras se realizo la caracterizacion de las distintas
proteinas presentes en lagrima mediante electroforesis en minigeles de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en gradiente 10 -20%,
siguiendo la técnica de Laemmli (Laemmli, 1970).

Como referencia, se utiliz6 un marcador de proteinas de bajo peso
molecular que contiene miosina 212 kDa, b- galactosa, seroalbiumina bobina,
ovoalbumina, anhidrasa carbdnica, inhibidor tripsina, lisozima y aprotinina (6.5,
14, 20, 29, 45, 66, 118,) denominado Protein Marker III de Applichem.

Previo a la siembra, las muestras fueron tratadas en una relacién 1:2, con
buffer Tris-HCl (0.5 M, pH 6.8) con beta-mercaptoetanol 5% (tratamiento
reductor) y sometidas a un tratamiento térmico a 95 2C por 5 minutos. En todos
los casos, la proteina total aplicada en cada calle fue de 3 pg. El tiempo de corrida
para cada gel fue de 2 Hs.

Después de la electroforesis el gel fue tenido con una soluciéon de Coomasie

Blue G-250 al 2%.
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

212kDa Miosina (Kda)
118 kDa b-galactosa 118 —
66 kDa Seroalbumina bobina —_— — R
66 —
45 kDa Ovoalbiimina
45 —
29 kDa Anhidrasa carbonica
29—
20 kDa Inhibidortripsina
14kDa Lisozima e 20 — —— - — - —
6.5kDa Aprotinina 14 — — . — — — —

-

Figura 6. Imagen del patrén de peso molecular utilizado (Protein Marker III de
Applichem) y de un gel posterior a su corrida y tincion.

4.7.1.1 Analisis de imagenes
Las imagenes de los minigeles se procesaron con el software de acceso
libre Image] (version 1.38). El mismo se utiliza para el procesamiento de
diferentes imagenes cientificas multidimensionales, con muchos plugins y macros
para realizar una amplia variedad de tareas. En nuestro caso lo utilizamos para
estimar las concentraciones relativas de las diferentes proteinas, segin el

protocolo que se encuentra en el ANEXO 7.

76



4.7.2 Analisis de la Composicion lipidica de la lagrima

Los acidos grasos presentes en el fluido lagrimal se determinaron
mediante cromatografia gaseosa acoplado a un espectrémetro de masas (CGMS
Clarus SQ 8S), previa derivatizacion a sus esteres metilicos (FAMEs).

La derivatizacion se realizé siguiendo el protocolo descripto por Ichihara
(2010), segun el cual se toma 100 pL de las muestras de lagrima extraidas
primeramente, y se le agrega 130 puL de Tolueno, 200 pL de HCl/Metanol
8%P/Vy 1.0 mL de metanol, en un tubo de vidrio y se lo calienta durante 1 hora
a 1002C. Luego de enfriarse a temperatura ambiente se le agrega 1 mL de agua

destilada (H204) y 1 mL de hexano para extraer los FAMEs.

Figura 7. Imdgenes del proceso de derivatizacion, en donde se visualiza a la
izquierda el calentamiento de las muestrasy a la derecha, dos tubos: el primero como queda
post calentamiento y el segundo habiéndole adicionado H204 y hexano.

Dicho extracto se analiz6 por CGMS, modo SIM, utilizando columna
DB-23 (30m x 0.250mm x 0.25 pm), He como carrier (1.5 mL min-1), inyeccion
modo Split (2702C, ratio 50:1) y rampa de temperatura 1302C 1min, 6.5 2C
min! hasta 1702C, 2.75 2C min! hasta 2152C, 40°C min-! hasta 230°C 3 min.

Los acidos grasos analizados se muestran en la tabla 1.

FAMEs tr (min)
Caproico Cs 2,02
Caprilico Cs 2,76
Caprico Cio 431
Undecanoico Ci1 5,46
Laurico Ciz 6,79
Tridecanoico C13 825
Miristico C4 9,78
Miristoleico C14:1 10,39
Pentadecanoico Cis 11,32
cis-10-Pentadecanoico Cis:1 11,95
Palmitico Cis 12,88
Palmitoneico Ci6:1 13,31
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Heptadecanoico C17 14,36

cis-10-Heptadecanoico C17:1 14,81
Estearico Cis 15,83
Elaidico Cis:1¢ 16,03
Oleico Ci8:1c 16,18
Linolelaidico Ci8:2t 16,53
Linoleico Ci8:2c 16,85
y -Linolenico y -Cis:3 17,24
Linolenico Ci8:3 17,72
Araquidico Czo 18,58
cis-11-Eicosenoico C20:1 18,92
cis-11,14-Eicosodienoico C20:2 19,6
metil-cis-8,11,14-eicosatrienoico C21:3 19,89
Heneicosaoico C21 19,98
Araquidonico C20:4 20,21
cis-11,14,17-Eicosatrienoico C20:3 20,42
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico C20:5 21,03
Behenico C22 21,15
Erucico C22:1 21,48
cis-13,16-Docosadienoico C22:2 22,14
Tricosanoico C23 22,34
Lignocerico C24 23,53
cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexanoico C22:6 23,81
Nervonico C241 23,87

Tabla 1. Diferentes picos de los esteres metilicos de los dcidos grasos (FAMES) y sus
respectivos tiempos de retencién en la columna.



Capitulo 5

Resultados de la zona y la poblacion

5.1.Calidad del aire

Los resultados de los diferentes monitoreos del MP, en las zonas

seleccionadas, se resumen en la tabla 1:

n | n U
MP:5 [ug/m3] 13 17,1 (84)* 7 10,5 (3,6)*
MPio [ug/m3] 5 41,4 (16,4) 5 28,2 (9,5)

Tabla 1. Datos del MP de ambas zonas de estudio, expresados en la media anual del periodo 2013-
2014. Los resultados se expresan como la media (DE). El asterisco denota diferencias significativas
(p<0,05) en MPzsentre las poblaciones [ y U.

Los resultados expresados en la tabla 1, corresponden a la media obtenida
a partir de mediciones discretas a lo largo de los dos afios correspondientes al
periodo de este estudio.

Los valores obtenidos de MP2,5 y MP1o presentaron valores superiores en
la zona I, mientras que los de MP25 son significativamente diferente entre las dos

poblaciones (p<0,05) cuando se los analiza con el estadistico Mann-Whitney.
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5.2.Zona de estudio y caracteristicas de la poblacién

N  Edad (afios) Peso (Kg) altura (m) IMC (Kg/m?)

I 34 34 (13) 79.76 (15.13)* 1.7 (0.2) 27.85 (4.96)**
U 44 29 (6) 66.48 (12.95)* 1.7 (0.1) 23.5 (3.66)**
Total 78

Tabla 2. Datos de las poblaciones de estudio. Los resultados se expresan como la media (DE). Se
encontraron diferencias significativas (*) y muy significativas (**) en el peso y el IMC,
respectivamente, entre ambas poblaciones.

Las poblaciones en estudio no tienen diferencias significativas en cuanto
edad, sexo y altura. Sin embargo ambas zonas presentan diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al peso e indice de masa corporal (IMC),
(p<0,05 y p<0,001 respectivamente), ambos analizados con el estadistico Mann-

Whitney. La diferencias encontradas se visualizan con mayor facilidad con el IMC.

5.3.Encuesta de salud y de condiciones socio-econémicas
5.3.1. Caracteristicas y servicios con los que cuenta la vivienda actual
al momento del estudio.
Se realizaron diferentes preguntas, con el objeto de determinas distintas
caracteristicas habitacionales de los voluntarios, en base al tipo de vivienda,
material del piso, caracteristica del bafio y servicios que cuenta, como ser: de
agua, desagiie, luz y calefaccion. No se indagé sobre el material de sus calles ya

que ambas zonas presentas asfalto. Los resultados se muestran en la tabla

siguiente:
I1(%) U(%)
TIPO DE VIVIENDA
Casa 94,1 36,4
Departamento 2,9 63,6
Casilla 2,9 0
MATERIAL PISO
Mosaico 61,8 70,5
Cerdamica 5,9
Cemento 20,6
Mosaico y cemento 11,8
Alfombra 2,3
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Baldosa pldstica 45

Madera 45

Mosaico y alfombra 182
BANO

Con boton de arrastre de agua 88,2 100

Sin botén de arrastre de agua 88

Sin inodoro 2,9
SERVICIO DE AGUA

Agua corriente 100 100
DESAGUE INODORO

A la red ptblica 50 97,7

Cdmara séptica y pozo 8,8

Pozo ciego 41,2 2,3
SERVICIO DE LUZ

Con medidor particular 85,3 97,7

Con medidor compartido 14,7

Sin medidor 2,3
CALEFACCION

Eléctrica 50,0 6,8

Gas 35,3 81,8

No tiene 88

Eléctricay gas 2,9 6,8

Eléctrica, gasy lefia 2,9

Centralizada 2,3

Tabla 3. Porcentajes de las diferentes caracteristicas con la que cuenta las viviendas de los
voluntarios de las dos zonas.

De la tabla se desprende que la zona I presenta mayoritariamente casa con
pisos de masaico y cemento, y bafio con y sin boton de arrastre. En cuanto a los
servicios se puede observar que tanto el agua y la luz son servicios que posee la
zona, no obstante la conexion al desague es un servicio que no ha llegado a todos
los barrios de Ensenada, dando a lugar a tener un 50% conectado a la red publica
y el otro 50% que todavia tiene pozo ciego.

Ademas, como caracteristica adicional, esta zona fue la Ginica en la que se
reportd no contar con inodoro (2,9%).

En cuanto a la calefaccion la mayoria lo hace de manera electrica o a gas, y
una pequena proporcion utiliza como otra alternativa la calefaccion a lefa.
Aunque tambien esta zona present6 un 8,8 % de casos que no poseen calefaccion.

En cambio la zona U, report6 vivir mayoritariamente en departamentos

con pisos de mosaicos y alfombra, y bafio con botén de arrastre. En cuanto a los
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servicios, casi el 100% presentaba agua, luz, desaglie y gas, lo cual se visualiza en
los tipos de calefaccion. Solo un 2,3 % estaba conectado a pozo ciego y no poseia

luz.

5.3.2. Antecedentes de salud
Se valoraron los antecedentes de salud con el objeto de comprobar si se
mantienen los resultados reportados por (Cianni et al.,, 2009; Wichmann et al,,
2009), en donde la zona I presenta mayores efectos respiratorios.

En el grafico siguiente se presentan los resultados obtenidos de los

diferentes antecedentes de salud.
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Figura 1. Frecuencias relativas porcentuales de pacientes que respondieron afirmativamente la encuesta en los
items que se indican debajo. Con gris se presentan las frecuencias correspondientes a la poblacion U mientras
que con negro se muestran las de la poblacién I. Los asteriscos denotan diferencias significativas (p<0,05) en las
respuestas obtenidas entre ambas poblaciones acorde al método de tabla de contingencia chiZ.

En esta figura se observan los resultados de la encuesta de salud realizada
a los participantes del estudio. Se aprecia diferencias significativas en el numero
de paciente que presentaban rinitis, antecedentes asmaticos y enfermedades
respiratorias. Siendo la frecuencia de estas dos ultimas mayores en la zona
industrial. Es importante marcar que apesar de que no existen diferencias
estadisticamente comprobables en las otras preguntas realizadas, la poblacion
industrial presenta una tendencia mayor de casos positivos en todas las consultas

realizadas exeptuando el diagndstico de alergias y rinitis. En este sentido
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Pasaremos a detallar los resultados que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

5.3.2.1. Rinitis
De los voluntarios que presentaron rinitis 32,4% y 56,8%, de la zona I y U
respectivamente, se consulté sobre la frecuencia de apariciéon y la época del afio

en la que presentaban rinitis. El la figura 2 y 3 se presentan los resultados:

MMuchas

Pocas

Nunca

o 1= 10 1s 20 25 30 35

Figura 2. Frecuencia en la que los voluntarios padecen rinitis, expresados en frecuencias de la
poblacion I (gris oscuro) y la poblacién U (gris claro).

Siempre e
Primavera rree—"
Invierno
Otono
Verano — ]
O 2 4 o 8 10 12

Figura 3. Respuestas de los voluntarios frente a la consulta por la época del afio en la que padecen
rinitis, expresados en frecuencias de la poblacién I (gris oscuro) y la poblacién U (gris claro).

De la figura 2 se desprende que frecuencia de padecimiento de la rinitis, en
la mayoria estd ausente y de los casos que reportaron rinitis, la frecuencia en
general es poca. Esto se asocia a la informacién obtenida de la figura 3, donde se
vio que las estaciones en las cuales ocurre predominantemente los hechos de

rinitis en durante la primavera, asociandolo a una rinitis vernal o alérgica, frente
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a 6y 7 casos correspondientes a la zona U e I respectivamente, lo cuales padecen

la rinitis durante todo el afno.

5.3.2.2. Enfermedades Respiratorias y antecedentes asmaticos
Como se muestra en la figura 1, los antecedentes de enfermedades respiratorias
(353% I y 13,6% U), mostraron diferencias significativas entre las zonas de
estudio.
La distribucién de las diferentes enfermedades respiratorias, se presenta

en la figura siguiente:
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Figura 4. Tipo de enfermedades respiratorias presentes en las dos zonas, expresados frecuencias de
la poblacién I (negro) y la poblacién U (gris).

Como se puede apreciar, las frecuencias de enfermedades reportadas para
cada zona, presenta primeramente diferencias en cuanto al padecimiento del
asma (17,6% para el 1 y 2,3 para el U), las cuales son estadisticamente
significativas. Ademas los grados de severidad de las enfermedades presentadas
varia entre las zonas, en la zona I existen mayores casos de enfermedades
respiratorias que ademas se consideran créonicas como el asma y EPOC. Mientras
que la zona U presenta predominantemente casos de alergia, sinusitis, angina,

bronquitis y neumonia, las cuales son cosideradas episédicas.
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5.4 Espirometrias
Ademas se determinaron los diferentes parametros espirométricos, con el objeto
de evaluar la funcién respiratoria de los voluntarios, los cuales se presentan a

continuacion:

I U
FVC 3,86 (0,96) 4,03 (1,03)
FEV1 3,34 (0,83) 3,49 (0,89)

FEV1/FVC % 87,08 (841) 86,75 (7,62)
Tabla 4.Datos espirométricos de las dos zonas. FVC (Capacidad vital forzada); FEV1 (Volumen

forzado expirado en el primer segundo) y la relacién FEV1/FVC. Zona I n=32 y zona U n=36. Los
resultados son expresados como la media (DE).

De la tabla 4 se desprende que los valores son muy similares en las zonas

de estudio, por lo que no hubo diferencias significativas.

5.5 Analisis sanguineos

A los participantes del estudio también se les realizaron pruebas
bioquimicas tendientes a determinar parametros del hemograma y de su formula
leucocitaria, que nos permitiran reforzar los resultados obtenidos a nivel ocular,
principalmente los de la formula leucocitaria por su estrecho vinculo con la

respuesta inflamatoria. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

1 U P
TSH 2,47 (1,6) 2,08 (1,18)
Glucosa (mg/dl) 99,79 (11,35) 91,34 (6,5) p<0,001
Urea (mg/dl) 36,75 (8,5) 39,41 (9,38)
Creatinina (mg/dl) 0,96 (0,14) 1,04 (0,13) p<0,05
Colesterol (mg/dl) 177,38 (31,82) 177,36 (28,46)
GOT 22,18 (9,39) 17,73 (4,86) p<0,05
GTP 30,5 (26,65) 18,32 (9,33) p<0,05
Fosfatasa Alcalina 221,03 (80,81) 169,32 (52,85) p<0,01
Proteina total (g/dl) 7,64 (0,4) 7,44 (0,3) p<0,05
Albumina (g/dl) 4,43 (0,18) 4,43 (0,2)

Tabla 5. Datos de los diferentes pardmetros medidas en sangre de ambas poblaciones de estudio. GPT
(transaminasa glutamicopiruvica) y GOT (transaminasa glutdmico-oxalacética). Los resultados se
expresan como la media (DE). Se encontraron diferencias significativas en las variables resaltadas en negrita
cuando se realizé el test de Mann-Whitney.

De esta tabla se observa que la mayoria de los parametros valorados

presenta diferencias significativas con el estadistico de Mann-Whitney.
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En la valoracién de la formula leucocitaria se observo:

I1(103/mm3) U (103/mm3) P
Neutrdfilos 4,49 (1,36) 3,51 (1,21) p<0,01
Linfocitos 2,43 (0,61) 2,20 (0,48) p<0,05
Monocitos 0,63 (0,19) 0,61 (0,18)
Eosindfilos 0,25 (0,18) 0,23 (0,19)
Basofilos 0,038 (0,02) 0,03 (0,012)
Leucocitos 7,84 (1,65) 6,59 (1,41) p<0,001

Tabla 6. Pardmetros de la formula leucocitaria de ambas poblaciones de estudio. Los resultados se expresan
como la media (DE). Se encontraron diferencias significativas en las variables resaltadas en negrita cuando se
realizé el test de Mann-Whitney, entre ambas poblaciones.

Por otra parte, si evaluamos los resultados presentados en la tabla

anterior frente a los valores normales de estos parametros, nos da como

resultado la grafica siguiente:

*

103Ul

) i == .

Neutrofilos Linfocitos Monocitos osinofilos Basofilos

Figura 5. Valores de los distintos pardmetros del hemograma. Se indican valores de la zona |
(negro) y los de la zona U (gris). Los datos con * son estadisticamente significativos (**p<0,01,
*,
p<0,05).

En la figura 5 se observa los distintos parametros de la formula
leucocitaria, en donde se expresan los valores de la media y su desviacién
estandar de los diferentes parametros, los cuales fueron expresados en la tabla 4.
Considerando valores normales para los Neutrdfilos (3-5,4x103/ul); Linfocitos (1-
3x103/ul); Monocitos (0-0,8x103/ul); Eosinéfilos: (0,02-0,35x103/ul) y Basofilos
(0-0,15x103/ul). Se puede observar que los neutrdfilos y los linfocitos se
encuentran aumentados en la zona I con respecto a la U, superando los valores

normales, lo cual representa ademas una diferencia significativa desde el punto
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de vista estadistico entre las poblaciones. Asi mismo se observa que el resto de
los parametros se encuentran dentro de los parametros de normalidad y no

poseen diferencias significativas.
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Capitulo 6

Resultados oculares

6.1 Analisis del segmento anterior

En la siguiente tabla se muestran las comparaciones Paramétricas (t de
student); se muestran en negrita las variables que presentaron diferencias
significativas (pvalor<0,05) entre los grupos U e I.

La tabla presenta un orden de presentacion de los resultados de las
diferentes variables estudiadas, agrupados segun tematica o estructura a
analizar, dentro de las cuales se diferencian los cuestionarios oculares, superficie

ocular y pelicula lagrimal.
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El tratamiento de los datos de las variables que se definen a través de
grados, se obtuvo luego de la sumatoria total de los grados.

Para la agrupacion superficie ocular fueron: Hip. Bulbar y tarsal y la
tincion conjuntival con fluoresceina y tincidon con verde de lisamina. Mientras
que para la pelicula lagrimal fueron: Schirmer I, menisco, DGM, menisco, los
acidos grasos y proteinas.

A continuacién se profundizara sobre los resultados que presentaron
diferencias significativas entre la zona I y U, por el t de Student. Se presentara los

mismos agrupados en las categorias definidas en la tabla 1.

6.1.1 Evaluacion de la superficie ocular

La tabla 1, nos mostré diferencias entre las poblaciones estudiadas en las
variables correspondientes a esta categoria, siendo la Hip. Bulbar y tarsal y la
tincion conjuntival con fluoresceina y tincién con verde de lisamina, cuando
fueron analizadas por t de Student.

A su vez como cada variable se podia clasificar en grados segun las
observaciones obtenidas, se les realiz6 un andlisis cualitativo de su distribucion
de frecuencias, con el objeto de obtener el estadistico Chi Cuadrado Pearson.

Trataremos primero las variables que no presentan colorantes para su

valoracion y luego las que si lo hacen.

6.1.1.1 Valoracion sin colorantes
Los resultados del analisis cualitativo de su distribucién de frecuencias
para las variables correspondientes a la categoria de superficie ocular sin
colorantes, entre los grupos U e [. Los resultados de dichos analisis estan

resumidos en la siguiente tabla:

Variable Chi Cuadrado Pearson p-valor
Hip. Bulbar (grado) 1.099,46 <0,0001
Hip. Tarsal (grado) 918,69 <0,0001

Tabla 2. Resultado del andlisis cualitativo de las variables, correspondientes a la superficie ocular
sin colorantes. Se encontraron diferencias significativas en todas las categorias entre ambas
poblaciones (p<0,0001).
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En la tabla 2 se ve que las dos variables estudiadas presentan diferencias
significativas en cuanto a su distribucion de frecuencias en los diferentes grados
de clasificacion segun la escala utilizada para cada una de ellas.

Por su parte las hiperemias que se encontraron en ambas zonas, con la LH,
fueron agrupadas segun grados definidos en la escala CCLRU, los mismos se

presentan en la tabla 3.

1% U%

Hiperemia Bulbar  Grado 1 4,6
Grado 2 31,3 53,4
Grado 3 62,5 39,8

Grado 4 9,4 2,3

Hiperemia tarsal Grado 1 - 13,6
Grado 2 53,1 59,1

Grado 3 484 28,4

Grado 4 - -

Tabla 3. Porcentajes de voluntarios que presentaron hiperemia bulbar y tarsal en ambas zonas de
estudio, valoradas segtin la escala CCLRU.

De esta tabla se desprende que las hiperemias bulbares mas frecuentes en
la I, corresponde a los grados mas altos (3 y 4) con un porcentaje de 71,9 %,
mientras que la zona U presento un 42,1% para la misma clasificacion.
Presentando la zona I mayor porcentaje de casos con grado 4 (9,4% vs 2,3%),
correspondientes a hiperemias severas.

Por otra parte, las hiperemias tarsales también se encuentran con grados
mas altos y en mayor proporcion en la zona I que en la U (100 % contra 87,5%).

Viéndose que las Hip. Grado 3 fueron altamente superiores en la zona I
(48,4% vs 28,4), correspondientes a una hiperemia moderada.

En las imagenes siguientes se pueden observar a modo de ejemplo, las
diferentes variables determinadas. Las imagenes se obtuvieron con iluminaciéon

difusa, intensidad media, angulo de 30° y con un aumento 10X en LH.
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Figura 1. Imdgenes de la valoracién sin colorantes de la superficie ocular. a y b) Hip. Bulbar
grado 1y 3 respectivamente; c) Hip. limbal grado 4 y bulbar grado 2; d) Hip. Tarsal grado 2; e)
blefaritis con secrecién en forma de collarete y f) blefaritis posterior. Se marcan en amarillo las

zonas de observacion.

6.1.1.2 Valoracion con colorantes

De la misma forma que se analizo la categoria superficie ocular sin
colorantes, es que vamos a analizar con los colorantes utilizados. En la siguiente

tabla se presenta el andlisis estadistico:

Variable Chi Cuadrado Pearson p-valor
Con fluoresceina 4588 <0,0001
Verde lisamina (grado) 30,89 <0,0001

Tabla 4. Resultado del andlisis cualitativo de las variables, correspondientes a la superficie ocular
con colorantes. Se encontraron diferencias significativas en las categorias entre ambas poblaciones
(p<0,0001).

En el caso de la tincion conjuntival con fluoresceina, se clasificaron segiin

grados definidos en la escala CCLRU. Mientras que la tincion corneal y conjuntival

93



con verde de lisamina se determind segun la escala de Norn. Ambos resultados se

presentan en la tabla 5.

1% U%

Tincion conjuntival Grado 1 6 5
Grado 2 9 36

Grado 3 414 59

Grado 4 41 0

Tincion con verde de lisamina Grado 0 6 16
Grado 1 32 36

Grado2 20,5 41

Grado3 23,5 5

Grado 4 18 2

Tabla 5. Porcentajes de voluntarios que presentaron tincion conjuntival con fluoresceina y tincién
con verde de lisamina en las dos zonas de estudio.

De la tabla 5 podemos ver que la tincién conjuntival con fluoresceina se vio
en mayor porcentaje en la I con tinciones de grado 3 y 4 (85%) frente los valores
encontrados en la zona U (59%). Sumado a esto, la poblacién U no presenta casos
de tincion grado 4, correspondientes a una tincién severa, mienta que la zona I si
lo hace con un 41%.

A modo de ejemplo se muestran fotografias tomadas durante el desarrollo
del estudio, con luz filtrada azul cobalto en LH. En los casos que fue necesario por

la variable a valorar se utiliz6 filtro amarillo 12 de Kodak Wratten.

SO, ¢
Figura 2. Tincion con fluoresceina. a) Tincién de la conjuntiva bulbar; b) de la conjuntiva
tarsal inferior; c) tincién corneal grado 3/1/1; y d) LIPCOF grado 3.
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Con respecto a la tinciéon de verde de lisamina, la tabla 5 muestra que
existe porcentajes similares entre las dos poblaciones en cuanto al grado 0Oy 1,y
luego se en el grado 2 se visualiza un mayor porcentaje en la zona U (20,5% vs
41%), y por ultimo se vio mayores casos de tinciones grado 3 y 4 (41,5% vs 7%),
correspondientes a severas y marcada.

A modo de ejemplo se muestras dos imagenes de banco de imagenes del
estudio, obtenidas con iluminacién difusa, intensidad media, angulo de 30° y con

un aumento 10X en LH.

Figura 3. Tincién corneal con verde de lisamina: a) Tincién moderada grado 3; y b) tincion marcada
grado 4.

6.2 Evaluacion de la pelicula lagrimal

De la tabla 1, vimos que cuando se valor6 diferentes variables de la
pelicula lagrimal, se encontré que tanto Schirmer I como el menisco, DGM, los
acidos grasos y proteinas, presentaban diferencias estadisticamente
comprobables. Tal es asi que a continuacién nos centraremos en profundizar
estas diferencias. Se presentan en base al tipo de observacion que se hace sobre la

pelicula, como ser para definir cantidad, estabilidad, capa lipidica y composicion.

6.2.1.1 Valoracion de la cantidad lagrimal

6.2.1.1.1 Testde Schirmer I.
Los resultados encontrados al realizar esta técnica de valoraciéon de caudal
lagrimal, fueron los expresados en la tabla 6, que se muestra a continuacién. Los

mismo se clasificaron segun (Vitali et al. 1994).
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1% U%
Test de Schirmer I Normal >10 mm 73,5 98
Bajo < 10 mm 26,5 2
Tabla 6. Valores obtenidos al realizar el test de Schirmer I en ambas poblaciones. Los resultados se

expresan en porcentajes de voluntarios. Se encontraron diferencias significativas entre las zonas
(chi2=845,8; p<0,0001).

La tabla muestra que casi toda la poblacién U presenta una buena cantidad

de lagrima, mientras que la poblacion I, presenta mas casos de hiposecrecion

valores <10 mm, representando el 26,5% de la zona 1.

6.2.1.1.2 Menisco Lagrimal.

La determinacion de los meniscos presentd una distribuciéon en cuanto a

su altura y perfil, en las zonas que se muestran en la siguiente tabla:

Menisco lagrimal 1% U%
Altura Normal > 0,3 mm 13,6 22,7
Bajo < 0,3mm 86,4 77,3

Perfil Continuo 81,8 75
Ondulado 13,6 19,3

Discontinuo 45 5,7

Tabla 7. Valoracion de los meniscos lagrimales en ambas poblaciones. Los resultados se expresan en
porcentajes de voluntarios. Se encontraron diferencias significativas entre las zonas (chi?=373,26;
p<0,0001).

La tabla muestra un mayor porcentaje de meniscos reducidos en la
poblacion I con respecto ala U (86,4% VS 77,3%). Ademas se visualiza una mayor

cantidad de perfiles ondulados y discontinuos en la zona U.

Figura 4. Imdgenes del menisco lagrima, se muestran: a) un menisco aceptable y uniforme; b) un
menisco de menor alturay uniforme; c) menisco ondulado y por momentos discontinuo. Obtenida
por el sistema de imdgenes con luz cobalto sin filtro amarillo Wratten 12.

96



6.2.1.2 Evaluacion de la capa lipidica

6.2.1.2.1 Disfuncién de las glandulas de meibomio (DGM).

Los resultados encontrados al valoracion la DGM, se expresan en la tabla 8,

donde se distribuyen segtn los grados correspondientes a las escala Efron.

I % U%

DGM  Grado 0 62,1 84,1
Grado 1 303 14,8

Grado 2 7,6 1,1

Tabla 8. Valoracién de DGM en voluntarios de ambas zonas. Los resultados se expresan en
porcentajes Se encontraron diferencias significativas entre las zonas (chi?=971,60; p<0,0001).

La tabla 8 muestra un mayor porcentaje de DGM grado 0 en la zona U,
mientras que en la zona I existe mayor porcentaje de grados 1 y 2, viéndose un
37,9 % contra un 15,9 % de los voluntarios de la zona U. Presentandose mayores

casos de disfuncion moderada en la zona I. A continuacion se muestran algunas

de las imagenes obtenidas.

Figura 5. Disfuncion de las gldndulas de meibomio: a) se seflala la secrecién cerosa de la gldndula
que obstruye del orificio de la misma; b) secrecién fluida que sede a la opresion digital; y c) pérdida
de la glandula.

6.3 Analisis de las muestras de lagrima
6.3.1 De proteinas

De la valoracion de proteinas totales en lagrima por el método de Bradford
y posterior analisis estadistico con la t- Student, los valores encontrados fueron
de 1,41 £ 0,75 pg/ul n=66 para la zona industrial y de 2,26 0,79 pg/ul n =88

para la zona urbana, correspondientes a mediana y su desviacion estandar, con
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un p valor <0,0001, lo que representa que las poblaciones tienen diferencias muy
significativas en cuanto a la concentracion de proteinas totales.

Luego, se caracterizaron las distintas proteinas presentes mediante
electroforesis en minigeles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) en gradiente 10 -20%. Las imagenes de los mismos se visualizan mas

abajo:

Figura 6. Diferentes geles electroforéticos SDS-PAGE en gradiente 10 -20%. La primera
banda corresponde al patrén de pesos moleculares.

Luego estas imagenes fueron procesadas por el software Image ], con un
protocolo que se desarrolla en el ANEXO VII.

En la imagen siguiente se muestra un ejemplo de gel y densitograma
correspondientes:
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Figura 7. (A) SDS-PAGE 10-20% de ldgrimas. Linea 1 patrén. Lineas 2-9 ldgrimas del OD y Ol de los
pacientes 1 al 4. (B) Curvas de semicuantificacion de ldgrimas. Se muestran las curvas del ojo
derecho (0D) y del ojo izquierdo (OI) correspondiente los mismos pacientes. Se indican las bandas y
los picos correspondientes a cada recuadro coloreado.
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Como se ve en la figura 7, se observan bandas de pesos moleculares
entre 10 y 120 kDa. Existen bandas mas intensas, una en la zona entre 118-66
kDa (recuadro naranja), una segunda y tercera entre 66 y 45 kDa (recuadro
negro), otras dos cercanas a los 20 kDa (recuadro rojo), y la ultima a los 14
kDa (recuadro verde). Asi mismo se observan otras bandas mucho mas
débiles, una en la zona de los 45 kDa (recuadro rosa) y otras dos entre los 20-
29 kDa (recuadro amarillo). En la derecha de la figura se muestran las cuarvas
de semicuantificaciéon, donde los picos de cada banda se encuentran sefialados
con el color de la zona en la que se dividié el gel.

Cada banda se corresponde con un pico en el densitograma, cuya
intensidad se asociara directamente a la concentraciéon (C) de una proteina. Se
tiene inicalmente esta consideracion, para poder hacer la comparacién entre
las zonas, aunque se sabe que cada banda puede estar constituida por mas de
una proteina o diferentes isoformas de una misma proteina.

La tabla 9 contiene las comparaciones paramétricas (Test de t) entre las
zonas de estudio; se muestran con asterisco las variables que presentaron

diferencias significativas (pvalor<0,05) entre las zonas.

N°de Zona Industrial Zona Urbana
banda
n ] m DE n M m DE p-
(rg/pl) (rg/pl) (1g/M) (vg/1l)  (ng/M) (ng/pl)  valor

1 65 0,97 0,92 0,32 88 0,92 0,91 0,26 0,301
2 * 63 0,39 0,24 0,30 86 0,25 0,17 0,20 0,001
3 54 0,19 0,18 0,11 80 0,16 012 0,11 0,178
4 64 0,12 0,11 0,04 86 0,12 0,11 0,06 0,845
5 51 0,13 0,10 0,08 82 0,16 0,12 0,13 0,108
6 * 55 0,10 0,09 0,06 74 0,15 0,12 0,12 0,006
7 38 0,15 0,08 017 59 0,14 0,11 0,11 0,934
8 64 0,54 0,51 0,20 88 0,59 0,59 0,23 0,116
9 65 0,58 0,54 0,28 88 0,61 0,60 0,21 0,532

Prot. 66 1,41 1,20 0,75 88 2,26 2,22 0,79 0,000
Total

Tabla 9. Resultados de las concentraciones estimadas de proteina presentes en cada una de las
bandas para ambas poblaciones. Se detallan los valores del niimero de la muestra (n); la media (u);
la mediana (m); y la desviacion estdndar (DE), para cada zona de estudio. También se informa el p-
valor seguin el T-test. Se encontraron diferencias significativas (*) en las variables en negrita, entre

ambas poblaciones.
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Teniendo en cuenta las diferencias observadas entre las zonas, se
seleccionaron las bandas correspondientes para ser analizadas mediante
identificacién de la o las proteinas componentes de cada banda del gel. Las
muestras se analizaron por nanoHPLC acoplado a un espectrometro de masa con
tecnologia Orbitrap, lo que permite en primer lugar una separaciéon de los
péptidos obtenidos por digestion triptica de la muestra y una posterior
identificacién de los mismos. El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 con el
programa Proteome Discoverer. Todos estos estudios fueron llevados a cabo por
el Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos en Espectroscopia de Masas
(IQUIBICEN) de la UBA.

De acuerdo a los informes recibidos:

- La banda 2 podria corresponder a la cadena pesada de IgA humana (que
también se identific6 en el andlisis por MALDI TOF TOF) de
aproximadamente 50 kDa, aunque otras proteinas como seroalbimina o la
cadena pesada de IgG podrian estar presentes. La cuantificacién de IgA
mediante pruebas inmunoquimicas con anticuerpos especificos, permitira

confirmar o no estos resultados.

- En la muestra correspondiente a la banda 6, no se obtuvieron resultados
significativos que permitieran la identificacion de una proteina en
particular, aunque algunos de los péptidos presentes en la misma
corresponden a la cadena liviana lambda de inmunoglobulina humana (de
aproximadamente 25 kDa) y a diferentes queratinas. Estas ultimas
podrian provenir del parpado del paciente, aunque tampoco podria
descartarse completamente la contaminacién durante la manipulacion de

la muestra.

6.3.2 Delipidos
De las muestras de lagrimas extraidas a los voluntarios de las dos
poblaciones, se separé una parte para realizar el andlisis de su composiciéon
lipidica. En este caso se analizaron los esteres metilicos de los acidos grasos

(FAMES) por GC-MS, lo cual nos ha permitido detectar, en promedio, 35 picos con
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cuantificacion valida, correspondientes a los acidos grasos (AG), en el rango de

C10 a C24.

A continuacidn se muestran los cromatograma caracteristico de cada zona.
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Para detectar si existe asociacion entre la presencia de determinados AG
en forma diferencial entre la zona Urbana e Industrial, se realiz6 un Analisis de
Tabla de Contingencia, y posteriormente un Analisis de Correspondencia
Multiple para detectar esas asociaciones, las cuales se muestra en la figura

siguiente:

3,0
251 Cz;m
20
1,5
1,0 ¢

0,5t

Dimensién 2 (Autovalor: 0,50000 - 2,9% de Inercia)

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
Dimensioén 1 (Autovalor: 0,69566 - 4,1% de Inercia)

Figura 9. Andlisis factorial de correspondencia entre los AG y las zonas de estudio (1y U).
(chi?=211,01; p-valor<0,0001), realizado con STATISTICA 7.1.

El grafico representa las distancias Chi? entre las categorias de las
variables, por lo tanto puntos/categorias préximas entre si estdn mas asociadas
que categorias que estan alejadas entre si. Por lo que se ve existe una asociacion
entre los AG que se encuentran englobados en el conjugo rojo para la zona |, y el
conjunto azul para la zona U. En ese sentido, los AG de cadena larga, es decir a
partir de Cis en adelante, se encuentran en su totalidad en la zona I, exceptuando

el y-C1s3; C1s:1t; C20:2; y C23, que se encuentran mas asociados a la zona U. Por su
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parte, la zona [, presenta solo tres asociaciones a AG de cadena corta como el Cio;

el C17y el C17:1.

Ademas del anadlisis de correspondencia, se realizd Test de Mann-Whitney,

entre los diferentes AG y las zonas para realizar comparaciones. En la tabla 10 se

pueden ver las que presentaron diferencias significativas (pvalor<0,05) entre los

ambos grupos.

Zona Industrial

Zona Urbana

Variables
n u m DE n u m DE p-valor
Cio 36 0,06 0,06 0,03 | 14 0,05 0,03 0,03 0,299
Cu1 8 0,04 0,02 0,04| 32 0,05 0,05 0,02 0,030
Ci2 64 0,14 0,12 0,08 | 88 0,18 0,12 0,36 0,148
Ci3 46 0,03 0,03 001] 46 0,06 0,06 0,03 0,000
Cia 66 0,75 06 071, 88 0,72 0,19 2,35 0,000
Ci4a 48 0,24 0,16 0,18 | 52 019 0,18 0,12 1,000
Cis 64 012 0,09 014 | 84 0,13 0,05 0,36 0,038
Cis:1 46 0,15 0,09 023| 62 033 015 0,62 0,000
Ci6 66 419 259 485 88 498 096 18,12 0,000
Ci6:1 50 0,45 0,19 09| 70 0,12 0,08 0,16 0,000
C17 58 022 0,18 0,18 | 28 0,45 0,05 1,35 0,000
C171 20 1,09 0,08 3,12 2 0,02 0,02 0 0,067
Cis 64 2,34 1,72 2,03| 14 329 3,21 1,66 0,033
Cig:1e 62 564 1,29 2336 | 80 18,36 2,1 80 0,000
Cis:1c 64 2,11 1,29 2,77 | 28 0,53 0,18 0,72 0,005
Cis:2t 44 0,12 0,08 0,16 8 0,66 0,5 0,71 0,187
Cisc 56 048 047 041 16 1,39 0,27 1,99 0,704
Y -Cis:3 46 0,14 0,07 012| 60 0,86 0,62 0,96 0,000
Cis:3 58 0,13 0,11 0,06 6 0,1 0,04 0,11 0,128
C20 58 01 006 016| 16 0,05 0,03 0,04 0,018
Cz0:1 52 021 017 0,16 | 22 0,43 0,06 0,87 0,033
Ca0:2 40 022 0,19 017 | 34 038 0,17 0,7 0,664
C21:3 52 0,35 0,12 0,37 | 12 0,1 0,1 0,06 0,085
Cz 12 0,67 0,58 0,37 2 0,58 0,58 0 1,000
C20:4 38 03 008 076| 16 0,57 0,15 0,94 0,028
Czo3 56 0,16 0,13 0,17 | 16 0,44 0,13 0,52 0,159
Cao:5 60 025 0,23 0,19 | 24 06 014 1,58 0,303
Cz2 64 0,15 0,16 0,08 | 12 0,12 0,11 0,09 0,266
Cz21 60 0,23 0,11 0,21 10 0,16 0,12 0,09 1,000
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Zona Industrial Zona Urbana
Variables

n u m DE n u m DE p-valor
C22:2 58 0,93 0,89 0,68 12 0,7 0,54 0,54 0,350
Cas 6 2,85 3,55 2,25 12 2,76 0,29 3,9 0,707
Ca4 58 10,34 8,64 7,22 8 9,06 3,85 11,15 0,432
C22:6 64 3,35 2,15 2,84 6 4,13 4,24 1,84 0,131
Ca4:1 8 1,89 1,18 2,15 2 4,72 4,72 0 0,289

Tabla 10. Comparaciones No Paramétricas (Test de Mann-Whitney); se muestran en negrita las
variables que presentaron diferencias significativas (p-valor<0,05) entre los grupos Urbano e
Industrial.

De la tabla 10 encontramos que 15 de 35 AG determinados en la Lagrima,
presentan diferencias estadisticamente significativas cuando se analiza con el
Test de Mann-Whitney.

Por dltimo, se agrupa las diferentes los diferentes datos segun
agrupaciones de interés, en base al nivel de saturacién y la longitud de la cadena:
AGS (4cidos grasos saturados totales), AGS-cc (cadena corta, entre C4-C17), AGS-
cl (cadena larga C18-C24), AGMI (monoinsaturados) y por ultimo AGPI
(poliinsaturados). También se presentan los valores correspondientes al cociente

entre los AG insaturados/saturados (I/S) en la tabla a continuacién.

1% U%
AGS 54,50 29,20
AGS-CC 17,0 22,8
AG-CL 37,4 6,5
AGI 45,5 70,8
AGMI 27,8 64,2
AGPI 17,8 6,6
AG (1/S) 08 2,4

Tabla 11. Porcentaje de las diferentes agrupaciones realizadas en las diferentes zonas.

En la tabla 11 se observan la composicion de AG en las poblaciones
estudiadas se distribuye de manera inversa, existiendo un mayor porcentaje de

AGS en la zona [ y un mayor porcentaje de AGI en la zona U.
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Capitulo 7

Alteraciones oculares

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de algunas de las
posibles asociaciones entre las variables presentadas en el capitulo 5 (Resultado
del estudio), siendo primeramente presentados los resultados referentes a la

clasificacion de ojo seco, seguidos de los relacionados con la afeccion ocular.

7.1.0jo seco

Como antes hemos mencionado, en la actualidad se utilizan una
combinaciéon de pruebas clinicas y de cuestionarios especificos, para poder
diagnosticar el ojo seco. Es por ello, que el estudio conté con diferentes
valoraciones con el objetivo de evaluar la relacion de la incidencia del ojo seco en
poblaciones expuestas a diferentes calidades de aire, determinando dicha
incidencia mediante criterios tanto objetivos (examen del segmento anterior)
como subjetivos (respuestas a los cuestionarios OSDI y MM).

Teniendo conocimiento de que no existe una unica prueba clinica que por
si sola sea suficiente para su diagnostico del ojo seco es que se utilizaron
variables pertenecientes tanto a la categoria de superficie ocular como a la de
pelicula lagrimal, para determinar dos criterios objetivos de evaluacion. El
criterio 1 (CRT 1) considera a pacientes con ojo seco cuando Schirmer < 10 mm/

5 min y BUTIN< 10 s. Por su parte, el criterio 2 (CRT 2) tiene en cuenta el
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Schirmer I, el BUTIN, el patrén lagrimal, la tincion conjuntival con fluoresceina y
LIPCOF, y considera que teniendo al menos 3 de estas pruebas con valores fuera
de rango normal, el paciente presenta ojo seco.

Como criterios subjetivos, se utilizaron los cuestionarios OSDI y MM
valoradas segun la bibliografia y se consideraron las respuestas del OSDI con
valores = 12 como sospecha de ojo seco, mientras que valores = a 10 de la
encuesta MM como posibilidad de ojo seco.

En la tabla 1 se resumen los criterios utilizados para esta clasificacién.

Schirmer < 10 mm/ 5 min

CRT1
BUTIN<10s

Schirmer < 10 mm/ 5 min

Objetivos BUTIN<10s

Ojo seco CRT 2 Tincién conjuntival con fluoresceina= grado 3
LIPCOF = grado 3

Patrdn (no entra en el analisis)

OSDI

Subjeti
ubjetivos MM

Tabla 1. Criterios objetivos para la determinacién del ojo seco, definidos segiin las variables que
tienen en cuenta para su diagndstico de ojo seco.

7.1.1. A través de cuestionarios (Subjetivo)

Del analisis de las encuestas realizadas referidas al reporte subjetivo de
sintomas oculares que presentaba la poblacién, se utilizaron dos encuestas
validadas como OSDI y MM. Ambos cuestionarios contienen preguntas sobre la
funcién visual, sintomas oculares y estimulos ambientales.

Las respuestas fueron valoradas segun la bibliografia y sus valores
estadisticos clasicos fueron presentados en la tabla 3 del capitulo 5. En la tabla
siguiente se muestran los resultados valorados segun el criterio clinico

presentado al inicio del capitulo:

Industrial Urbano

0SDI <12 76 77
>12 24 23
MM <10 65 73
210 35 27
Tabla 2. Respuestas a los cuestionarios 0SDI y MM, expresado en porcentajes de voluntarios de
ambas zonas.
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Como se puede observar, los resultados no mostraron diferencias
significativas entre las zonas consideradas cuando la incidencia del ojo seco fue

determinada solo por los criterios subjetivos (p>0,25 para ambos cuestionarios).

7.1.2. A través de la evaluacion del segmento anterior

(Objetivo)

Basandonos en el CRT 1y el CRT 2 se determind la incidencia del ojo seco
en los voluntarios de ambas zonas. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Zona n CRT 1 CRT 2
ojo normal Industrial 34 76 41
0jo seco 24 59
ojo normal Urbano 44 98 73
0jo seco 2 27

Tabla 3. Porcentaje de voluntarios que presentaron ojo seco y normal, frente a dos criterios
objetivos (CRT 1Y CRT 2).

Los resultados mostraron diferencias significativas entre las zonas
consideradas cuando la incidencia del ojo seco fue determinada por los dos

criterios objetivos (p<0,005 en ambos casos).

7.1.3. Analisis de componentes principales.

Por ultimo se realizaron analisis estadistico multivariado de componentes
principales relacionando los cuestionarios con las variables correspondientes al
CRT1, al cual denominaremos (ACP1), asi como también con el CRT 2,
denominado (ACP2).

Los resultados del andlisis del ACP1, se muestran en las graficas

siguientes:
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Figura 1. Proyeccion de variables comprendidas en el andlisis de componentes principales 1 (ACP1)
y la distribucién de los diferentes voluntarios representadas en azul correspondientes a la zona Uy
rojo a la zona 1. Andlisis realizado con el software STATISTICA 7.1.

En La figura 1 se observa que este analisis capta en su plano principal un
68,78% de la informacion. Ademas se visualiza en el segundo grafico, que la
informacion aportada por las variables de la encuestas (OSDI y MM) aumenta en
hacia la izquierda del eje horizontal, mientras que hacia arriba aumentan los
valores de las variables oculares (Schirmer y BUTIN). De la proyeccion de los

valores de los individuos sobre cualquiera de estos 2 gradientes, se observa que
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no se logra separar claramente a aquellos individuos de zonas urbanas de
aquellos de zonas industriales.

Luego si realizamos el mismo analisis para el analisis de los cuestionarios
y las variables comprendidas en el CRT 2, obtenemos el andlisis de componentes

ACP2 que se desarrolla abajo.
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Figura 2. Proyeccion de variables comprendidas en el andlisis de componentes principales 2 (ACP2)
y la distribucion de los diferentes voluntarios representadas en azul correspondientes a la zona Uy
rojo a la zona 1. Andlisis realizado con el software STATISTICA 7.1.

En este caso, la figura 2 capta en su plano principal un 51,47% de la

informacién. La informacién aportada por las variables de la encuesta (OSDI y
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MM) y la tincién conjuntival con fluoresceina aumenta en hacia la izquierda del
eje horizontal, mientras que hacia arriba aumentan los valores de las variables
oculares (Schirmer, BUTIN y LIPCOF). Como puede verse en el segundo grafico si
proyectamos los valores de los individuos sobre cualquiera de estos 2 gradientes
solo se observa una incipiente separacion de los individuos de zonas urbanas

(hacia arriba) de aquellos de zonas industriales (hacia abajo).

7.2.Afeccion ocular

Por ultimo y frente al objetivo principal de esta tesis que era detectar
alteraciones oculares asociados a la contaminacién del aire, con el fin de
encontrar posibles biomarcadores oculares, se realizé un analisis multivariado
de componentes principales entres las variables estudiadas que presentaron
diferencias significativas entre las dos poblaciones estudiadas. Los resultados se

muestran en la figura 3.
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Figura 3. Proyeccion de variables con diferencias estadisticamente significativas y distribucion de
los diferentes voluntarios representadas en azul correspondientes a la zona Uy rojo a la zona I.
Andlisis realizado con el software STATISTICA 7.1.

o Active

De este andlisis, se obtiene que el plano principal capta un 48,06% de la
informacion. Presentandose que el valor de las variables tincién conjuntival con
fluoresceina y verde lisamina aumenta hacia la izquierda en el eje horizontal
mientras que los de la variable Schirmer lo hacen hacia la derecha sobre el mismo
eje; mostrando entre ellos una alta correlacion inversa o indirecta. Mientras que
las variables Hip. Bulbar, Hip. Tarsal y menisco aumentan hacia abajo en sentido
vertical. Como puede verse en el grafico de puntos/individuos, estos las zonas de

procedencia de la muestra quedan claramente separadas en el sentido horizontal.

7.2.1. indice de afeccién ocular (IAO)

A partir del analisis de componentes realizado para la afeccion ocular, y
frente a la separacion que se obtuvo de las poblaciones, es que selecciono este
componente para la construccion de un indice de afeccién ocular, al cual
denominaremos IAO. Para ello, se tomaron las cargas que presentaban las
variables Schirmer, tincién conjuntival con fluoresceina y verde lisamina, como los
coeficientes para el calculo, ya que conformaban el gradiente que mejor

discriminaba a los grupos. Obteniéndose un indice que se expresa a continuacion:
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IAO0= 0,58301 * (Schirmer I -us/DEs) - 0,76810 * (Tinc. Conj. Fluo - ur/DET) -
0,74542 * (Verde lisamina - uv/DEv)

Figura 4. Formula del indice de afeccion ocular (IAO), donde se expresan las cargas de cada una de
las variables, las cuales se multiplican por las variables estandarizadas, es decir que a cada valor de
cada una de las variables se le resta su media (1) y se la divide por su desvio estdandar (DE). Donde el
subindice S corresponde a Schirmer I; T a la Tincién Conjuntival con Fluoresceina y V al verde de
lisamina.

Con este indice se calculé el valor del IAO para cada individuo de la
muestra y se le realizaron estadisticas descriptivas y se encontraron diferencias
significativas entre el grupo Urbano e Industrial (Test paramétrico t=8,04; p-

valor<0,0000; Test no paramétrico: U=1128,5; p-valor<0,00000).

Zona n u m DE EE  Min. Max.
Industrial 68 -0,95 -098 1,65 02 -401 257
Urbano 88 075 065 105 0,11 -1,6 3,23

Tabla 4. Estadisticos descriptivos del indice de afeccion ocular (IAO). Se detallan los valores del
nuimero de la muestra (n); la media (u); la mediana (m) y la desviacién estandar (DE) el error
estdndar (EE), asi como también los valores minimos (Min) y mdximos (Mdx.), para cada zona de
estudio.

A su vez, si observamos cdmo se distribuyen los datos nuestras dos zonas
en relacion a este indice generado, podemos ver los diferentes histogramas de

distribucion:
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Figura 5. Histogramas de distribucién del indice de afeccién ocular, en ambas poblaciones.
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Finalizando, si calculamos el indice con los valores limites de cada una de
las variables que lo componen obtenemos que seria correcto considerar un valor
de corte en 0,71, ya que de esta forma se tendrian en cuentan las diferentes

posibilidades de superacion de los valores normales de las diferentes variables.

Este limite nos permite caracterizar a nuestro indice en sin afeccién
ocular, cuando los valores arrojados por el mismo superen a 0,71 y con afeccién

cuando sean iguales o menores a este valor.

Con esta premisa observamos cémo se distribuyen ambas poblaciones

frente a este valor de corte.

IAO 1% U%
20,71 11,8 489
<0,71 88,2 511

Tabla 5. Distribucion del indice de afeccion ocular (IAO) entre las zonas, expresada en porcentajes.

Como podemos ver de la tabla anterior, casi la totalidad de la poblacién
industrial presenta algin tipo de afeccién ocular (88,2 % frente a un 48,9 %),
encontrandose que en la zona U la distribucion del IAO es similar entre los que

presentan o no afeccidn.
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Capitulo 8

Discusion y conclusiones

En el presente trabajo se analizaron las posibles alteraciones oculares que
se pudieran asociar a los niveles de contaminacién aérea, a través de la
concentracion del material particulado, en la ciudad de La Plata y Ensenada.

En este sentido la determinacién de MP2.5 y MP1o nos permitié corroborar
las diferentes calidades de aire en las zonas en estudio. Cabe mencionar que no se
ha realizado un muestreo continuo de afios completos, la que seria una situacion
ideal para poder comparar con mayor precision los valores de este contaminante,
de la misma forma no se pudo determinar el error inducido por la rosa de los
vientos en el monitoreo del MP en la zona urbana y tampoco se han incluido la
valoracion de otros contaminantes como gases y vapores. Sin embargo, las
diferencias existentes en los niveles de MP en las dos zonas seleccionadas, son
consistentes y sefialan claramente que ambas zonas presentan una calidad del
aire distinta.

Los niveles de MP (MP2sy MP10) se encuentran aumentados en la zona I
con respecto a la zona U. Si bien no se aprecian diferencias significativas en los
niveles de MP1o, los valores medios obtenidos superan los valores guia (20
nug/m3) estipulados por la OMS (WHO 2006) para promedios anuales en ambos
sitios de muestreo, aunque en el caso de la zona industrial son ampliamente

superados.
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En el caso de MP2;s existen diferencias significativas entre ambas zonas de
estudio siendo los niveles mas elevados en la zona I. La zona U presenta valores
cercanos a los valores medios guias definidos por la OMS (10 pg/m3), mientras
que los valores de la zona I supera ampliamente los valores guia de la OMS y la
EPA (12 pg/m3).

Es conocido que MP10o y MP2s se relacionan con diferentes origenes.
Mientras que el MP1o se relaciona con actividades humanas como el transito
vehicular, polvos de la agricultura y la construccion, el MP2s se relaciona a la
actividad industrial, fundamentalmente termoeléctrica, petroquimica, siderurgica
y también con la combustién de motores diésel. Varios trabajos han logrado
relacionar al aumento del riesgo de mortalidad con el aumento de los niveles de
MP (Tonne et al. 2007; Riickerl et al. 2007; Simkhovich et al. 2008; Kok et al.
2009; Hart et al. 2013; Qiu et al. 2015), y aun considerando que los individuos estan
expuestos a un conjunto de toxicos presentes en el aire, estudios preliminares de
cohorte realizados en Europa han sugerido que el mayor contribuyente a la
mortalidad de la poblacién es el MP25 relacionado a la contaminacién aérea por
fuentes de combustién moviles (Brauer et al. 2002). En este sentido, nuestros
hallazgos de mayores cantidades de MP2s en la zona I podrian estar incidiendo en
el estado de salud de los habitantes de esta zona.

El tamafio de las particulas es determinante para sus efectos en la salud
humana por su diferente capacidad de penetracion en el arbol respiratorio y por
su permanencia en la suspensién en el aire. Cuanto mas pequefia es una particula,
mas tiempo permanecera en suspension en el aire y mas profundamente
penetrara en el pulmon humano. Las MP1o son retenidas en la parte superior del
arbol respiratorio y son expulsadas al exterior por la tos y el movimiento de los
cilios de las células epiteliales. Por otro lado, la fracciéon fina, MP2s5 esta
compuesta por particulas suficientemente pequenas que penetran en las vias
respiratorias hasta llegar a los pulmones y los alvéolos, lo que aumenta el riesgo
de mortalidad prematura por efectos cardiopulmonares, en exposiciones de corto
y largo plazo.

Es de consenso general que una vez depositados en los pulmones, el MP
genera una cascada inflamatoria con un aumento de las especies reactivas al

oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), siendo este uno de los principales
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mecanismos responsable de los efectos toxicos del MP (Harrison y Yin 2000;
Pope y Dockery 2006). El pulmén responde a la injuria con mecanismos
especificos de defensa que pueden ser adquiridos y modificados con el paso del
tiempo al ser estimulados por la exposicion constante a materiales antigénicos de
bajo y alto peso molecular diseminados por via aérea. La enfermedad pulmonar
créonica y la broncoconstriccion pueden resultar de la inhalaciéon de materiales
que parecen actuar total o parcialmente a través de una respuesta alérgica
(AAIBA 2003; Rio-Navarro et al., 2009).

Al evaluar las poblaciones de estudio, hemos encontrado que no presentan
diferencias significativas en cuanto edad, y altura. Sin embargo ambas
poblaciones presentan diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
peso e indice de masa corporal (IMC) (p<0,0005 y p<0,0001 respectivamente).
Segun lo establecido por la OMS una persona es obesa cuando el IMC > 30Kg/m?,
tiene sobrepeso o preobesidad cuando IMC se encuentra entre 25y 29,9 Kg/m?y
tiene un peso normal cuando el IMC esta entre 18,5-24,9 Kg/m?2. A partir de estos
parametros, encontramos que la poblacién de la zona | presenta valores
indicativos de sobrepeso y cercanos a la obesidad, mientras que la poblacion de la
zona U tiene un peso normal. Estos resultados se podrian relacionar con la dieta
alimentaria, asi como también con su realidad socio-econdmica.

Si evaluacidn las caracteristicas y servicios a nivel domiciliario reportados
por los voluntarios (Tabla 3 del capitulo 5), la zona I presenta condiciones mas
precarias de vivienda (tipo de vivienda, material del piso y caracteristicas del
bafio) y con menor accesibildad a los servicios publicos (agua, desague, luz y
calefaccion).

Estas diferencias dan un pantallazo sobre el desarrollo socioeconémico, si
bien no se indagd sobre salarios, podemos estimar que los voluntarios
industriales presentan un nivel socioeconémico menor al de los urbanos. Esto
estaria en concordancia con un estudio reciente, que relacioné los sitios y las
emisiones de la contaminacién industrial con las desventajas socio-econémicas
de poblaciones aborigenes en Australia, a través de un inventario nacional de
emisiones y cuatro indices socio-econémicos (Chakraborty y Green, 2014),
encontrandose que las comunidades con mas sitios de emisiones de

contaminantes y mayores cantidades de quimicos emitidos, se caracterizaron con

117



mayores residentes aborigenes y con mayores desventajas socio-econ6micas. A
su vez, en las mismas zonas también han ocurrido accidentes ambientales en los
que las personas afectadas fueron estas poblaciones aborigenes de escaso nivel
socio-econdmico (Teague, et al., 2014). Estos estudios dan cada vez mas fuerza al
desarrollo y fortalecimiento de la justicia ambiental, la cual mundialmente ha sido
relegada frente a otras prioridades, pero a la que ultimamente se le estd dando
mayor importancia debido a los costos econémicos que se ven implicados frente a

sus falencias.

En cuanto a la encuesta de salud, se aprecian diferencias significativas en
el nimero de pacientes que presentaban rinitis, antecedentes asmaticos y
enfermedades respiratorias (p<0,05 en todos los casos), siendo la frecuencia de
estas dos ultimas afecciones mayor en la zona I que en la zona U. Es importante
marcar que a pesar de que no hay diferencias estadisticamente comprobables en
las otras preguntas realizadas, la poblacién I presenta una mayor prevalencia en
todas las consultas realizadas. Dentro de estas variables, frente a la consulta
sobre habitos téxicos como fumar, se desprende que la zona I presenta un mayor
habito tabaquico con respecto a la zona U (12 y 9 casos respectivamente).
Presentandose en la zona [ mayores casos de fumadores, los cuales consumen
mas de 10 cigarrillos diarios, pudiendo ser este un factor de confusion a la hora
de valorar los efectos respiratorios de la poblacion.

De los voluntarios que presentaron rinitis en ambas zonas (32,4% y 56,8%
de la zona I y U respectivamente), se observé que la frecuencia de aparicién de la
misma es en general baja, ocurriendo predominantemente los eventos durante la
primavera, por lo que se los asocia a una rinitis vernal o alérgica.

En cuanto a los antecedentes de asma y enfermedades respiratorias en
poblaciones de ambas zonas, se observé una tasa mayor estadisticamente
significativa de padecimiento del asma en la zona I respecto de lazona U (17,6% y
2,3% respectivamente). Ademas, el grado de severidad de las enfermedades
reportadas también varia entre las zonas, existiendo mayor frecuencia de casos
de enfermedades respiratorias del tipo crénicas como el asma y EPOC en la zona
I, mientras que la zona U presenta predominantemente enfermedades del tipo

episodicas (alergia, sinusitis, angina, broquitis y neumonia). Estos resultados
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concuerdan con los estudios previos de nuestro grupo de trabajo (Cianni et al,
2009; Wichmann et al, 2009).

Sin embargo, los resultados obtenidos de las espirometria no fortalecieron
esta hipotesis, probablemente debido a un efecto que previamente ha sido
descripto por (Becker et al. 2005), quienes plantean que existe una suerte de
acostumbramiento de las personas expuestas constantemente a una mayor
concentracion de contaminantes con respecto a personas que lo estan con niveles
menores. Sumado a que los cambios que se presentan a nivel respiratorio no son
tan evidentes, a veces ni con la medicién de la funcién pulmonar con pruebas
convencionales como la espirometria es posible valorar su verdadera magnitud
(Rodriguez Lastra 2009). También se puede deber a que las espirometrias
requieren de mayor cantidad de datos (individuos estudiados) y valores de
referencia regionales para mejorar su sensibilidad.

Por otra parte, cuando se evaluaron distintos parametros sanguineos, se
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones para la glucosa,
creatinina, GOT, GTP, fosfatasa alcalina y proteinas totales; encontrandose
valores superiores en la zona I (a excepcién de la creatinina), aunque todas las
medias se encontraron dentro de la normalidad. Por su parte, en la zona I se
encontraron 5 casos con glucosa elevada, de los cuales solo dos presentaban
diagnostico y tratamiento de diabetes. En contraposicion, en la zona U no se
presentd ningun caso de este tipo. Sumado a esto, en resultados no presentados
en la tesis, se observa una mayor tendencia de las enfermedades crdnicas de
prevalencia mundial (HTA, DBT, anemias, hipotiroidismo) en la zona I, asi como
también una mayor frecuencia de casos que presentan mas de una enfermedad
cronica. En cuanto al colesterol, las medias de ambas poblaciones fueron muy
similares y dentro de los parametros normales, a pesar de que ambas zonas
presentaron casos de colesterol total elevado (9 en la industrial y 8 en la urbana),
por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
poblaciones. Si bien existen estudios en los se han relacionado marcadores
inflamatorios en sangre, con el aumento de la contaminacién del aire, como son la
interleuquina (IL) -6, el ligando de CD40 soluble (sCD40L), el fibrinégeno, la
mieloperoxidasa (MPO) y el inhibidor del activador de plasminogeno tipo 1 (PAI-
1) (Riickerl et al. 2007; Riickerl et al. 2014), no se ha profundizado sobre otro tipo

119



de parametros sanguineos. En Argentina, y particularmente en nuestra region, es
la primera vez que se realizan estudios de estas caracteristicas.

Estos resultados se pueden analizar desde el punto de vista de una entidad
mayor como es el sindrome metabodlico (SM), el cual se define como la asociacién
de alteraciones metabdlicas e inflamatorias a nivel molecular, celular o
hemodindmica, que pueden presentarse en forma simultdnea o secuencial en un
mismo individuo. Esto imprime un mayor riesgo de desarrollar diabetes y
enfermedades cardiovasculares, teniendo como base la resistencia insulinica
(Barrera, Pinilla, Cortés, Mora, y Rodriguez, 2008). Se ha reportado que la
prevalencia de sindrome metabdlico en adultos oscila entre el 25 y el 45%, con
diferencias importantes entre las zonas urbanas y rurales (Lépez-Jaramillo et al.
2013). Datos epidemiolégicos recientes han sugerido que la obesidad (Dubowsky,
Suh, Schwartz, Coull, y Gold, 2006), la hipertensiéon (Liao et al, 1999), y la
diabetes mellitus (O’Neill et al, 2005), pueden impartir una mayor
susceptibilidad al MP y asociarlo a efectos cardiacos.

A su vez, si nos focalizamos en los parametros de la formula leucocitaria, el
aumento los neutréfilos y linfocitos respecto a los valores normales, y la mayor
tendencia del resto de los parametros, son indicativos del aumento de la
respuesta inflamatoria general en los pacientes de la zona I. Estos resultados
concuerdan con los reportados en bibliografia (Bello Rodriguez et al.,, 2012; Eze
et al., 2014; Liao et al., 1999; Riickerl et al., 2014), donde se encontré un aumento
de la incidencia de diabetes y de la respuesta inflamatoria en personas expuestas
a contaminantes aéreos, incluso a concentraciones inferiores a las directrices de
calidad del aire, lo que puede agravar las enfermedades ateroscleroticas e inducir
dafio multiorganico. Estos hallazgos explican en algiin punto los datos obtenidos
en cuanto a las enfermedades respiratorias prevenibles que presenta esta
poblacién, que se encuentra expuesta diariamente frente a una mayor cantidad
de contaminantes.

Frente a este marco descriptivo de las poblaciones, y con el objetivo
principal de esta tesis doctoral, al evaluar el segmento anterior de ambas
poblaciones, se han encontrado diferencias significativas en varias de las variables

estudiadas.
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En cuanto a la superficie ocular, tanto la hiperemia de la conjuntiva bulbar
y tarsal, como la tincion conjuntival con fluoresceina y tinciéon con verde de
lisamina, presentaron valores medios mayores en la zona I (Tabla 1, Capitulo 6),
los cuales a su vez mostraron diferencias significativas entre los pacientes
provenientes de ambas zonas. Es importante aclarar que estas variables son
representativas del dafio ocular presente en los pacientes, por lo que valores mas
altos corresponden a mayor dafio superficial. Sumado a esto, cuando se
profundizé en cada una de estas variables, se vio que la frecuencia de
distribucién de los diferentes rangos de cada escala de notacion utilizada, se
distribuian de manera similar, todas presentaban mayor frecuencia de los grados
mas altos (3 y 4) en la zona I que en la zona U, encontrandose diferencias con el
estadistico chi? con un p<0,0001 para todas las variables, siendo para la hiperemia
bulbar (chi?=1099,5); la hiperemia tarsal (chi?=918,7); la tincién conjuntival con
fluoresceina (chi?=45,9), y (chi?=30,9) para la tincién con verde de lisamina,
respectivamente. Asimismo, para la tinciéon con fluoresceina, la poblacién de la
zona U no present6 casos con grado 4, y en el resto de las variables, la frecuencia
de voluntarios con grado 4 era muy inferior a los de la zona .

En la evaluacién de la pelicula lagrimal, se encontr6 que tanto Schirmer I
como el menisco y DGM, presentaban diferencias estadisticamente comprobables
por el Test de Student (p<0,005). En relacion al Schirmer I, 1a poblacién de la zona
U presenta una buena cantidad de lagrima, mientras que la poblacion de la zona I
presenta mas casos de hiposecrecion, con valores <10 mm (26,5%). En cuanto al
menisco, los resultados van en el mismo sentido, encontrandose mayor
porcentaje de meniscos reducidos en la poblacién de la zona I con respecto a la de
la zona U (86,4% vs 77,3%). Por ultimo, en cuanto a la DGM se vieron mas casos
de grado 1y 2 en la zona I (37,9 %) que en los voluntarios de la zona U (15,9 %),
a lo que se suma un nimero mayor de casos de disfuncién media en la zona I.
Estas diferencias fueron corroboradas con el estadistico chi? con un p<0,0001
para todas las variables: siendo para el Schrimer I (chi?=845,8); el menisco
(chi?=373,26) y DGM (chi?=971,60).

Por lo que la poblaciéon I, presenta mayor dafio de la superficie ocular y
menor caudal de la pelicula lagrimal, encontrandose la situacion inversa en la

poblacién U. Estos resultados estarian en concordancia con los reportados en
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estudios previos, donde se ha visto una disminucion de la estabilidad lagrimal y
trastornos asociados a la contaminacion atmosférica (Saxena et al,, 2003, Gupta et
al., 2007; Novaes et al.,, 2010; Moen et al,, 2011). Aunque a diferencia de estos, en
nuestros resultados no se encontraron diferencias significativas en cuanto al
BUTIN a pesar de encontrarse valores medios menores en la zona I. Estas
diferencias mas sutiles podrian deberse al aumento de uso de utilitarios
electronicos (computadoras, tabletas, celulares, etc.) por la poblacién U, debido
tanto a su demanda laboral, como a su poder adquisitivo. Se ha visto que el uso de
estos dispositivos, disminuye el tiempo de parpadeo de los usuarios y disminuye
el tiempo de ruptura lagrimal, por evaporacion de la lagrima (Blehm et al., 2005).

Cuando se evalud la composicion de la pelicula lagrimal, se hizo hincapié
en la composiciéon proteinica y lipidica. Con respecto a las proteinas, la
concentracion total es significativamente menor en la poblacion de la zona I que
en la U (p<0,0001). Ademas cuando se analizaron las proteinas por SDS-PAGE en
gradiente, se revelaron 9 bandas por tincién con Coomassie blue G-250 y
mediante un andlisis de la intensidad de dichas bandas, se observaron diferencias
significativas en la concentraciéon de la banda 2 y la banda 6, al comparar las
muestras provenientes de zona U e I. Estas bandas fueron analizadas mediante
espectrometria de masas, encontrandose que la banda 2 corresponderia a la
cadena pesada de IgA, el isotopo de anticuerpo predominante en las secreciones
mucosales, con una concentracion aparentemente mayor en los pacientes de la
zona I respecto de los de la zona U. La presencia de la cadena pesada se atribuye
al tratamiento previo de la muestra con 2-mercaptoetanol, el cual reduce los
puentes disulfuro intercatenarios que mantienen a las cadenas pesadas y livianas
unidas entre si. Estos hallazgos podrian resultar de importancia ya que la IgA
desempefia un papel importante en los mecanismos locales de defensa en la zona
externa del ojo, como lo muestran los niveles aumentados de IgA e IgG en
lagrimas asociadas con inflamacién ocular (Barrero ] 2011). A su vez también se
han visto aumentadas estas inmunoglobulinas frente a respuestas inflamatorias
causadas por diferentes afecciones oculares como ser conjuntivitis bacteriana,
queratomalacia, reaccién de injerto de cornea, blefaroconjuntivitis, y
queratoconjuntivitis aguda (Sen y Sarin 1979), o frente a quistes ductales de la

glandula lagrimal (Lam et al. 2013). Si bien nuestros resultados son preliminares
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y es necesario confirmarlos mediante ensayos de cuantificacidon especificos, se
podrian asociar a un aumento de respuesta inflamatoria en los voluntarios que
habitan en la zona L.

Luego, en el andlisis de la composicion lipidica a través de la
caracterizacion de los acidos grasos, se logré detectar 35 picos con cuantificacion
valida, correspondientes a los acidos grasos (AG) en el rango de C10 a C24. Luego
de un anadlisis por tabla de Contingencia y posterior de Correspondencia Multiple,
se vio una asociacion clara entre la presencia de AG de cadena larga y la zona I, y
entre los AG de cadena corta y la zona U. Tal es asi, que la zona I presenté casi la
totalidad de los AG de cadena larga, excepto el y -Cis3; Cis:1t; C20:2; y C23, que se
encuentran mas asociados a la zona U, asi como también esta zona se asocid a tres
AG de cadena corta como el C1o; el C17y el C17:1, el resto se presenta en su mayoria
en la zona U. Esto nos indicaria la existencia de perfiles de AG caracteristicos en
cada zona de estudio, encontrdndose que las lagrimas de los voluntarios
correspondientes a la zona I se encuentran asociados con AG de cadena larga, y
viceversa para la zona U.

Ahora bien, cuando se analizaron las concentraciones de los diferentes AG
presentes en la lagrima, se observé que 15 de los 35 AG determinados,
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las zonas. De estos
AG, casi todos se encontraban en mayor concentracion en la zona U, a excepcion
del Ci4, Ci6:1, C1g:1, C20, y C21:3 que estan en mayor concentracion en la zona I. Por ultimo,
al evaluar las concentraciones de diferentes agrupaciones de interés (AGS, AG-CC,
AG-CL, AGI, AGMI, AGPI Y AG (I/S)), las cuales nos permiten visualizar el nivel de
saturacion y la longitud de la cadena de los 35 AG determinados, se vio que la
composicion de AG en las poblaciones estudiadas se distribuye de manera
diferente, existiendo una mayor concentracién de AGS en la zona [ y una mayor
concentracion de AGI en la zona U.

Estos resultados se podrian relacionar con la fluidez de la pelicula
lagrimal, considerando que el punto de fusion de los AG aumenta con la longitud
de la cadena carbonada y disminuye al aumentar el nimero de insaturaciones. A
su vez, también se podria estimar la estabilidad de la pelicula lagrimal si se
analizara la linealidad de los AG presentes, ya que los AG ramificados generan

mayor inestabilidad. Por lo que, cuanto mas largos, lineales y saturados sean los
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AG encontrados en la lagrimas de los voluntarios, mayor estabilidad presentara
su pelicula lagrimal (Lozato et al. 2001). Nuestros resultados basados en el
andlisis de contingencia y de correspondencia multiple, y el grado de
insatauracion, no llegan a ser suficientemente exhaustivos a la hora de
permitirnos definir las caracteristicas fisicas de la pelicula lagrimal, ya que no
hemos evaluado la composiciéon de AG ramificados en cada zona, lo que quizas
nos hubiera ayudado a definido mejor estas caracteristicas. Pero por otra parte, el
analisis basado en las diferentes agrupaciones nos sirve para asociarlo a trabajos
realizados en cuanto a efectos de la salud ocular, tal es asi que la distribucién
presente en la poblacién U es muy similar a la reportada por pacientes sanos
(Joffre et al. 2008; Souchier et al. 2008), mientras que la poblacién de la zona I
presenta un perfil diferenciado.

Luego, mediante el analisis multivariado de las alteraciones oculares se
encontré que la incidencia de ojo seco presenta diferencias significativas entre
ambas zonas cuando se la diagnostica por los dos criterios objetivos CRT 1 y CRT
2 (p<0,005 en ambos casos), y no asi cuando se la diagnostica con los criterios
subjetivos (OSDI y MM) con valores p>0,25 para ambos cuestionarios. Dado que
se observa una mejor separacién de los individuaos con el ACP 2, el cual a su vez
presentd un 51,47% de la informacion, se concluye que de los criterios objetivos
el CRT 2 es mas sensible para el diagnodstico del ojo seco. Este incremento en la
incidencia de ojo seco, coincide con el aumento que ha existido en los ultimos
aflos de personas que padecen afecciones oculares en ciudades con alta
contaminacion aérea, en donde resulté ser una de las consultas mas frecuentes en
los hospitales publicos (Garcia-Ubaque et al.,, 2011). Esta patologia multifactorial
altera la estabilidad lagrimal, desencadenando un dafio epitelial que conduce a la
liberacién de mediadores de inflamacién en la lagrima (Baudouin, 2001). Este
esquema de Baudouin incluye factores de riesgo o causas conocidas de ojo seco
que llevan a una serie de cascadas biolégicas secundarias, que causan la ruptura
de la pelicula y afectan a la superficie ocular, generando un circulo vicioso. A
pesar de lo atractivo de este modelo, se propone también otro esquema centrado
en los mecanismos biologicos de esta patologia, los cuales estan gobernados por
la hiperosmolaridad y la inestabilidad lagrimal, ya que pueden iniciar, amplificar,

y potencialmente cambiar el caracter del ojo seco en el tiempo (DEWS 2007a),
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aunque la inestabilidad lagrimal puede ser un evento desencadenante que no esté
relacionado con la hiperosmolaridad. En este sentido estudios recientes han
encontrado una asociacién positiva significativa entre la exposicion a la
contaminacion del aire y la hiperplasia de células caliciformes en conjuntiva
humana (Novaes et al. 2007), como asi también se encontraron asociaciones
entre la densidad de las células de goblet (CG) y los niveles MUC5AC mRNA, y los
niveles de MP2s, apoyando la hipotesis de que se producen cambios en la
superficie ocular en respuesta a la contaminacién del aire (Torricelli et al. 2014).
Por esto, la mayor incidencia del ojo seco encontrada en este estudio podria estar
relacionada a cambios en el mismo sentido que los estudios antes mencionados,
en donde la contaminacién aérea modifica la estabilidad lagrimal y esto lleva

aparejado un ojo seco.

Por ultimo, se realiz6 un analisis multivariado de componentes
principales entre las variables del segmento anterior que presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre las dos poblaciones estudiadas.
De este analisis, se obtiene que el plano principal capta un 48,06% de la
informacion, y como puede verse en la Fig. 3 del capitulo 7, los individuos
quedan claramente separados en el sentido horizontal. Por ello, en base a los
componentes que se mueven en estas direcciones es que se realizo la
construccion del indice de afeccién ocular (IAO). Se tomaron las cargas que
presentaban las variables estandarizadas de Schirmer, tincion conjuntival con

fluoresceina y verde lisamina, como los coeficientes para el calculo.

[AO=0,58301 * (Schirmer-u/DS) - 0,76810 * (Tinc. Conj. Fluo - u/DS) - 0,74542 *
(Verde lisamina - u/DS)

Para obtener un valor de corte que permita evaluar en forma sencilla la
afectacion del sistema ocular se determinaron los valores limites para IAO,
obteniéndose un valor de corte en 0,71. De esta forma se tienen en cuentan las
diferentes posibilidades de superacion de los valores normales de las diferentes

variables. Este limite nos permite caracterizar a nuestro indice en: sin afeccion

125



ocular, cuando los valores arrojados por el mismo superen a 0,71 y con afecciéon

cuando sean igual o menor a este valor.

Bajo esta premisa analizamos la distribucion de ambas poblaciones,
existiendo casi la totalidad de la poblacion I con algtn tipo de afeccién ocular
(88,2 %) mientras que so6lo el 48,9 % presentaba afeccién en la zona U. Estos
resultados coinciden con el mayor ndmero de incidencia de ojo seco que tiene la
poblacién 1 (Tabla 3 del capitulo 7), donde por cualquiera de los criterios

objetivos utilizados para su diagndstico, se obtuvieron porcentajes mas altos.

Por otra parte, entendemos a este indice propuesto como una herramienta
mas a la hora de testear la salud ocular en poblaciones con diferentes calidades
de aire, asi como también se podria utilizar en la practica de la contactologia o la
clinica optométrica, aunque aun es necesario validarlo en un estudio con un
mayor numero de individuos. A su vez, en caso de ser utilizado en otra zona por
fuera de las estudiadas en esta tesis, deberian obtenerse los valores regionales
para ajustar el IAO.

Por ultimo esperamos que esta tesis, no solo aporte herramientas para la
determinacion de los efectos que produce la contaminacién en la salud de
poblaciones expuestas, sino que también sirva como documento para el
fortalecimiento de la justicia ambiental con miras a una soberania ambiental de la

poblacién.
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Anexo |

Consentimiento informado

TITULO DEL ESTUDIO: “Estudio de las afecciones que genera la contaminacién aérea en
la salud”

El lenguaje que se ha utilizado en este modelo de consentimiento informado es practico,
simple y coloquial, comprensible para una persona de cualquier nivel de escolaridad. En
el caso de que el voluntario no entendiera alguna terminologia, los investigadores le
explicaran su significado.

Este modelo consta de dos partes:
1. Informacién para el voluntario.
2. Modelo de Consentimiento para la firma

1. INFORMACION PARA EL VOLUNTARIO
1a. Informacion general:

Titulo del Estudio:

“Andlisis de los efectos bioldgicos, de las matrices oculares frente a la contaminacién
aérea, por técnicas bioquimicas, clinicas y diferenciales”

Investigador Principal:

= Jer6nimo Nahuel Chaparro Fresco, Médico, (UNLP). Especialista en terapia
Intensiva, Ministerio de Salud de la Nacién, médico de guardia de terapia
intensiva Hospital de alta complejidad El Cruce, Florencio Varela.
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Otros investigadores participantes:

= Dr. Dario Andrinolo, Dr. en Ciencias Biomédicas otorgado por la Facultad de
Medicina de La Universidad de Chile. (UNLP)

= Dr. Andrés Atilio Porta, Dr. En Ciencia Bioquimicas otorgado por la Facultad
de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata. (UNLP)

= Lic. Maria de los Angeles Gutiérrez, tesista de la Facultad de Cs. Exactas.
(UNLP)

= Bioqg. Laura Delaplace, Dir. Del Lab. clinico Facultad de Ciencias Exactas
(UNLP)

Centros Participantes:

= PAEU. Facultad de Ciencias Exactas - UNLP

» Facultad de Ciencias Exactas - UNLP

= Centro de Investigaciones del Medio Ambiente. (CIMA) - UNLP

= Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos. (CIDCA) -
UNLP

» Laboratorio de analisis clinico de la Facultad de Ciencias Exactas UNLP

Introduccion:

Lo invitamos a formar parte de un estudio clinico (un tipo de estudio de investigacién),
en el cual participan solamente las personas que por libre voluntad desean hacerlo. Esté
seguro de su decision sobre participar en esta investigacién. A continuacién, le
proporcionaremos la informacién requerida para que usted comprenda las
caracteristicas del estudio, dedique el tiempo que necesite para leerla con atencion y
consulte si asi lo desea con su familia, amigos y médico general o de familia.

1b. Informacion especifica del estudio:

Objetivos:

El objetivo de este estudio es evaluar los ojos frente al material particulado presente en
el aire de zonas especificas de estudio.

De esta manera, este trabajo pretende profundizar y encontrar posibles biomarcadores
que nos ayuden a detectar de manera inmediata, que pacientes que se encuentran frente
a niveles de contaminaciéon ambiental que podrian afectar el estado de salud del ojo o de
su sistema en general.
Protocolo del estudio:

El estudio se realizara sobre 50 voluntarios sanos, con edades entre 18 y 50 afios.

Si Ud. acepta integrar este estudio se le realizard la toma de la muestra (lagrima y
sangre) y los analisis diferenciales.

Asi como la medicion de su funcion respiratoria se le realizara el mismo dia que la toma
de la muestra lagrimal.
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La duracion total del estudio serd de 4 semanas, durante los cuales se tomaran las
respectivas muestras y se realizaran los diferentes estudios, para lo cual se necesitara
que usted se presente en el lugar de estudio como maximo dos dias diferentes.

En los 15 dias posteriores a la primera visita, los responsables del trabajo pasaran por su
domicilio y le daran informaciéon sobre los resultados obtenidos en los diferentes
analisis.

Si Ud. decide participar en esta investigacion sera evaluado por un médico, quien le
realizara un examen clinico, para la detecciéon de sintomas, signos, y/o patologias
asociadas, a través del llenado de una planilla confeccionada a tal fin, y verificara si retine
los requisitos necesarios para participar del estudio.

En todo momento el estudio respetara la Ley de derechos de los pacientes N2 26.529 y
su decreto reglamentario.

Para ser aceptado como voluntario, debe reunir ciertas condiciones que se detallan a
continuacion:

e Ser una persona sana, entre 18 y 50 afios de edad

e Tener un peso normal

e No presentar una patologia ocular

e Exdmenes bioquimicos normales

e HIV negativo

e Testde embarazo negativo (para voluntarios de sexo femenino)

Los criterios de exclusion comprenden:
¢ Neumotdrax activo o reciente.
e Enfermedad cardiovascular inestable.
e Hemoptisis importante de origen desconocido.
e Aneurisma cerebral, toracico o abdominal (riesgo de rotura).
e Desprendimiento de retina o cirugia de ojo reciente.
e Usuarios de lentes de contacto.
e Obesos / Desnutridos
e Enfermedades asociadas
e Embarazo o amamantamiento (en voluntarios de sexo femenino)
e Participacion en otro estudio clinico como voluntario en los dltimos 30 dias.
e Donacién de sangre dentro de los ultimos 3 meses.
e Ingesta cronica de medicamentos
e Ingesta de cualquier medicamento en la semana previa al estudio
e Adicciones a drogas
e Ingesta de alcohol 48 horas antes del estudio

Aquellos voluntarios que no reunan los requisitos necesarios para participar en el
estudio debido a que se ha detectado alguna anomalia o patologia al realizarle los
examenes correspondientes seran derivados a un centro de salud para que reciban el

tratamiento correspondiente.

Durante los periodos de toma de muestras:
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e No podra utilizar firmacos oculares.

e No podra usar lentes de contacto.

e No consumira tabaco, alcohol, medicamentos

e No ingerird alimentos o bebidas que puedan alterar la funcién circulatoria,
gastrointestinal, hepatica o renal (por ejemplo, té, café, mate, etc.)

El dia del inicio del estudio, se debera concurrir al laboratorio clinico de la Facultad de
Ciencias Exactas, cito en calle 50 y 115, por la mafiana, con un ayuno no menor a 12
horas. De esta manera el médico le podra realizar a Ud. un estudio clinico y una posterior
toma de la muestra sanguinea, a cargo de la bioquimica.

Seguidamente, se le extraera una muestra de la lagrima. Luego se le colocara
lagrimas artificiales para ayudar a reestablecer la pelicula lagrimal.

Inmediatamente después se le realizaran las pruebas respiratorias y diagndsticas.

Las pruebas diagnoésticas seran registradas por imagenes fotograficas de sus ojos, lo cual
no es identificatorio de su rostro, por lo cual su identidad me mantendra bajo Ley de
derechos de los pacientes N2 26.529 y su decreto reglamentario.

Posibles riesgos y/ o molestias:

Mientras esté participando en este estudio, usted podria presentar alguna molestia, como
ser sensacion leve de picazén frente a la instilacion de fluoresceina, o frente a la
extraccion de la muestra. Si sus ojos estin extremadamente resecos, puede sentir
aspereza con las tiras de Schirmer. Sin embargo, las sensaciones son pasajeras. En este
estudio Ud. recibird posterior a cada test una gota de un humectante para restablecer la
normalidad. Ademas, Ud. recibira atencién médica y un control clinico para identificar la
aparicion de algliin evento adverso. En el caso de una evento adverso frente el estudio
usted sera derivado a un centro de salud para que reciban el tratamiento
correspondiente.

Si durante el periodo ambulatorio, Ud. advierte algin sintoma que lo preocupe, puede
comunicarse con el Centro de Investigacion, al teléfono 0221-15-5402867 y sera
atendido inmediatamente.

Posibles beneficios:

Esperamos que la informacién que se obtenga como resultado de esta investigacion
beneficien en el futuro a los pacientes que viven expuestos a distintos tipos de
contaminacion aérea.

Tendran acceso a los resultados bioquimicos y de capacidad respiratoria, los cuales
podran ser utilizados por los beneficiarios para detectar posibles afecciones que no se
hayan detectado aun.
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1c. Derechos del voluntario:

Participacién voluntaria y retiro:

La participacidn en este estudio es voluntaria. Usted puede escoger no participar o puede
abandonar el estudio en cualquier momento, sin tener que dar una razoéon. Ud. no tiene

obligacion de finalizar el estudio, pero deseariamos que asi lo hiciese. El retirarse del
estudio no le representara ninguna penalidad.

Notificacién de nuevos hallazgos:

Ud. sera informado durante todo el ensayo de cualquier evento que se produzca o
cualquier nueva informacion relevante ocurrida durante el transcurso del estudio que
pudiera afectar su salud, bienestar o interés por continuar en el estudio.

Salida del estudio:

El equipo de investigacién puede decidir dar por terminada su participacidn en el caso de
que Ud. no cumpla con la conducta a seguir antes y durante el estudio, detallada en el
diseno del estudio (no realizar actividad fisica, no consumir café, té, mate, etc.).

Confidencialidad:

Todos los datos obtenidos en el ensayo con relaciéon a su persona seran custodiados,
garantizando discrecion y confidencialidad sobre su identificacién y para esto en la
documentacién generada en el ensayo clinico sélo se recogeran las iniciales de sus
nombres y apellidos, respetando asi la Ley N225.326 sobre Proteccion de datos y su
decreto reglamentario. Ante cualquier duda o queja, puede dirigirse a la Direccién de
Proteccién de Datos Personales.

Los miembros del Comité Consultivo Central de Bioética Etica y las autoridades
sanitarias tendran libre acceso a su historia clinica para la verificacion de los
procedimientos y/ o datos del ensayo clinico sin violar su confidencialidad hasta donde
lo permitan las leyes y regulaciones aplicables. Al firmar este consentimiento usted esta
autorizando dicho acceso.

Pago por Participacidn:

La participacidn es voluntaria, no habiendo un pago por la misma.
Costos:
No hay costos adicionales para usted al participar en este estudio.

Preguntas / Contactos:

Si durante el curso del estudio Ud. tiene preguntas acerca de la naturaleza del mismo o
sobre sus derechos o cree que ha sufrido una lesién relacionada con el estudio clinico o
necesita tratamiento médico de emergencia, debe contactar al médico encargado de la
investigacion.

No firme el formulario de consentimiento a menos que Ud. haya tenido la oportunidad de
realizar preguntas y obtenido respuestas satisfactorias a las mismas. Su consentimiento
debe ser dado voluntariamente, sin coercién o forzado.

Ud. debe recibir y conservar en su poder un original de la hoja de informacién y del
formulario de consentimiento escrito firmado.
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2. PAGINAS DE FIRMAS DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por la presente presto mi consentimiento para participar como voluntario en el presente
estudio de las afecciones que genera la contaminacién aérea en la salud, el cual tiene por
objetivo encontrar posibles biomarcadores que permitan detectar de manera inmediata
si nos encontramos frente a niveles de contaminacién ambiental que podrian afectar
nuestro estado de salud del ojo o de nuestro sistema en general.

Tengo conocimiento que en este estudio se me realizara la toma de la muestra (lagrima y
sangre) y de fotografias de los diferentes analisis diferenciales. Asi como también se me
estudiara la funcion respiratoria. Por lo que el estudio tendra una duracién total de 4
semanas, para lo cual se necesitara que me presente en el lugar de estudio como maximo
dos dias diferentes.

Participando en esta investigacion seré evaluado por un médico, quien me realizard un
examen clinico, para la deteccion de sintomas, signos, y/o patologias asociadas, y
verificara si retino los requisitos necesarios para participar del estudio.

Mi participacién es voluntaria y si me negara a participar o me retirara en cualquier
estadio del estudio, no tendré ningtn tipo de consecuencia.

Mientras esté participando en este estudio, podré presentar alguna molestia, como ser
sensacidn leve de picazon frente a la instilacién de fluoresceina, o frente a la extraccion
de la muestra, asi como también, si mis ojos estan extremadamente resecos, puedo sentir
aspereza con las tiras de Schirmer.

Entiendo que, durante este estudio, pueden surgir nuevos hallazgos tanto positivos,
como negativos respecto a la seguridad de este tratamiento. En dicho caso seré
informado.

Podran presentarse circunstancias que provoquen que los investigadores me retiren del
estudio sin mi consentimiento. Estas incluyen: incumplimiento de las premisas exigidas
durante el periodo del estudio o la aparicién de un efecto adverso inesperado que pueda
afectar mi salud.

También entiendo que todas las muestras que se obtengan durante este estudio (lagrima
y fotografias del ojo) seran utilizadas para la investigacion, y las mismas no seran
identificatorias de mi rostro, por lo cual mi identidad se mantendrd bajo la Ley de
derechos de los pacientes N2 26.529 y su decreto reglamentario. No se realizaran
estudios genéticos en ninguna de las muestras recolectadas.

Si surge algin problema o tengo alguna duda durante el estudio con respecto a la
investigacion deberé comunicarme con los responsables del estudio al teléfono 0221-
15-5402867.

Declaro que he tenido tiempo suficiente para leer y analizar toda la informacidn referida
a las caracteristicas y objetivos del estudio, y a los potenciales efectos adversos que
pudiesen sobrevenir y que me han respondido satisfactoriamente todas mis inquietudes.
Autorizo a los investigadores que realizan este estudio, al Comité Consultivo Central de

Bioética y a las autoridades sanitarias a tener acceso a mis registros médicos.

Firma del Voluntario:
Nombre y Apellido:

Domicilio:

Firma del Testigo:
Nombre y Apellido:
Domicilio;

Firma del Investigador Principal:
Nombre y Apellido:
Domicilio;



UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
DIRECCION DE SALUD

Aval del Comité Consultivo Central de Bioética de la U.N.L.P.

Conformidad del Comité Consultivo Central de Bioética.

——Por la presente se informa que se ha leido y aprobado la version 2 del
modelo de consentimiento del “Estudio de las afecciones que genera la
contaminacion aérea en la salud” y corresponde su aprobacion, -—————

Apellido y nombre del Investigador Principal Dr. jemmmo Nahuel
Chaparro Fresco.

La Plata, 19 de Marzo de 2014,
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Anexo 11

Protocolo

TITULO DEL ESTUDIO: “Estudio de las afecciones que genera la contaminacién aérea en
la salud”

Tipo de estudio

Se realizara un estudio de investigacion con riesgo minimo en la poblacidn.

Investigador Principal:

= Jerénimo Nahuel Chaparro Fresco, Médico, (UNLP). Especialista en terapia
Intensiva, Ministerio de Salud de la Nacién, médico de guardia de terapia
intensiva Hospital de alta complejidad El Cruce, Florencio Varela.

Otros investigadores participantes:

= Dr. Dario Andrinolo, Dr. en Ciencias Biomédicas otorgado por la Facultad de
Medicina de La Universidad de Chile. (UNLP)

= Dr. Andrés Atilio Porta, Dr. En Ciencia Bioquimicas otorgado por la Facultad
de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata. (UNLP)

* Lic. Marfa de los Angeles Gutiérrez, tesista de la Facultad de Cs. Exactas.
(UNLP)

= Bioq. Laura Delaplace, Dir. Del Lab. clinico Facultad de Ciencias Exactas
(UNLP)
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Centros Participantes:

= PAEU. Facultad de Ciencias Exactas - UNLP

= Facultad de Ciencias Exactas - UNLP

»= Centro de Investigaciones del Medio Ambiente. (CIMA) - UNLP

= Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos. (CIDCA) -
UNLP

= Laboratorio de analisis clinico de la Facultad de Ciencias Exactas - UNLP

Resumen

La contaminacion del aire representa una amenaza importante para la salud
publica en todo el mundo. Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mas de dos
millones de muertes anuales por debajo de la media de la poblacién, son atribuibles a los
efectos de la contaminacion del aire en espacios abiertos urbanos (extramuros) y en
espacios cerrados (intramuros). Mas de la mitad de esta carga de enfermedad recae en
las poblaciones de los paises en desarrollo (Who, 2006, 2009). Esta contaminacion
aumenta significativamente la morbilidad y la mortalidad en la poblacién en general
(Brook, et al., 2010), (Hoek, et al., 2002), (Maheswaran and Elliott, 2003), (Tonne, et al,,
2007).

Estudios epidemiolégicos realizados en diversos paises, incluso en muchos casos
mediados por proyectos internacionales, evidencian cémo la exposicién croénica a
contaminantes relacionados al trafico vehicular y la industria quimica y petroquimica,
tales como material particulado, metales e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
asociados, compuestos organicos volatiles (COVs) y gases inorganicos (SO; y NOx)
producen efectos adversos en la salud de la poblacién.

Un ejemplo de lo antedicho, se puede visualizar cuando frente a la presencia de
contaminantes en el ambiente, la estabilidad de la pelicula lagrimal varia, y las
concentraciones de sus componentes (como los espesores de las diferentes capas que los
componen) se ven afectadas. Varios estudios demuestran las relaciones frente a
exposiciones de CO y PMs (Siddiqui, et al, 2005), de CO (Ellegard, 1997), o de
hidrocarburos totales de petréleo en aguas (San Sebastian, et al., 2001), y los sintomas y
signos oculares que presenta la poblacién que vive cerca de focos de contaminacion. Los
mismos pueden ir desde los cominmente reportados como dolor y picazén (McMonnies,
C.W. et al 1986) a las mas graves condiciones de dafio de la superficie ocular,
disminucién de la vision (Lemp, 1995), y en el area de la contactologia pueden generar
intolerancia al uso de lentes de contacto (Korb y Henriquez, 1980). A su vez, estos
trastornos en la pelicula lagrimal pueden producir algiin subtipo de ojo seco (Albietz,
2000).

Por otra parte, en los ultimos 15 afios la contaminacién del aire y la toxicidad
cardiovascular inducida se ha convertido en el foco de estudios intensivos entre los
cardidélogos y especialistas en medicina ambiental (Adar, Sara D., et al., 2010). Dentro de
la variedad de estudios realizados, se han estudiado los efectos que la contaminacién
aérea genera en la presidn sanguinea, tono vascular, coagulacidn, etc. Asi como también
los efectos toxicos que genera en corazoén, pulmones y sistema cardiovascular. Se ha
supuesto que los impactos sobre microvasculatura retinal puede desempefiar un papel
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en estas asociaciones, en diferentes estudios realizados. (Pope lii y Dockery, 2006),
(Adar, Sara D., et al., 2010)

Asi como también la vulnerabilidad a problemas respiratorios ha sido reconocido
como uno de los principales efectos adversos de la contaminacion aérea (Adar, S. D. y
Kaufman, 2007), (Pope lii y Dockery, 2006).

Trabajos previos

Haciendo un analisis de la regiéon comprendida por los partidos de La Plata y
Ensenada, encontramos que cuentan con una poblacién aproximada de 700.000
habitantes y presentan dos importantes fuentes emisoras de contaminantes. En primer
lugar, un importante polo industrial petroquimico, en el cual se destaca la refineria de
petréleo mas importante del pais, con una capacidad de procesamiento de unos 38.000
m3/dia de crudo. Cercana a ésta, se ubican otras industrias subsidiaras productoras de
compuestos aromaticos (benceno, tolueno, xilenos), alifaticos (pentano, hexano,
heptano), anhidrido maleico y coque de petroéleo, entre otros. Por otro lado, se debe
considerar la zona periférica, de estructura residencial, la que ha presentado un fuerte
crecimiento urbano en los ultimos afios. Estudios previos muestran elevados niveles de
PM, HAPs y COVs en areas cercanas al Polo y en el casco urbano, ademas de efectos
adversos en la funcién respiratoria en habitantes de La Plata (Cianni N., 2009,
Wichmann, Fernando A., et al,, 2009).

En estudios realizados en esta zona, se encontraron diferencias significativas en
cuanto a los niveles de COVs, material particulado y compuestos asociados en las
distintas zonas evaluadas, siendo dichos niveles mayores en la zona con influencia
industrial. Asimismo se encontraron efectos mutagénicos y citotoxicos asociados al
material particulado, especialmente en zonas industriales. Por otra parte, respecto al
relevamiento por medio de cuestionarios, sélo se pudo obtener un sondeo preliminar de
la situacién, encontrandose algunas asociaciones significativas (Massolo, et al., 2010,
Wichmann, Fernando A, et al., 2009).

Objetivos generales y particulares

Hasta el presente no se conocen marcadores de exposicion especificos para
contaminantes ambientales, que tengan una relacién estrecha con el 6rgano de la vision,
por el contrario si se conocen para la funcién respiratoria. De esta manera, el objetivo
de este trabajo es encontrar si estos marcadores, tanto los oculares como los de la
funcion respiratoria, conocidos o no, se relacionan entre si o tienen patrones de
comportamiento que se puedan reconocer, con la finalidad de detectar de manera
inmediata de problematicas sistémicas en general y de la contaminaciéon aérea en
particular.

Objetivo general: Detectar biomarcadores oculares para la deteccion de expresiones de
contaminantes aéreos.

Objetivos particulares:
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» Buscar umbrales de exposicion a contaminantes en un modelo in vivo.

* Buscar posibles componentes de la capa lagrimal que se vean afectados por la
exposicién a contaminantes en un modelo in vivo.

» Mediry evaluar los contaminantes en las zonas aledafias a sus fuentes de produccion
y en una zona control.

* Analizar mediante la clinica optométrica para evaluar signos y sintomas presentes en
la poblacién expuesta.

» Analizar por métodos fisicoquimicos la composicion lagrimal.

» Determinar la relacién entre el biomarcador determinado y los niveles de
contaminacidn en las zonas de estudio.

»= Relacionar este biomarcador con posibles modificaciones en la microcrovasculatura
retinal.

Métodos v técnicas a emplear

1. Definicién de la poblacién

Para evaluar el efecto de la contaminacién aérea en la estabilidad lagrimal se
evaluaran tres poblaciones de la ciudad de La Plata y alrededores con diferentes
caracteristicas ambientales: una poblacién cercana a un area industrial, otra en un area
urbana y otra en donde no exista fuente de contaminacion relevante.

En funcién de los datos bibliograficos encontrados para el contenido de lipidos y
proteinas en lagrima, (Caffery, et al.,, 2008) como asi también para el tiempo de ruptura
de la lagrima y la altura del menisco, (Albietz, 2000, Guillon, 1998) se esperan
variaciones porcentuales maximas (expresadas como coeficiente de variacion, CV%) de
alrededor del 60%. Realizando los calculos estadisticos correspondientes para dicho
valor de dispersion (Lenth, 2006-9), se concluydé que trabajando con grupos de 25
voluntarios por tratamiento (zona), se lograrian conclusiones estadisticas con un 80% de
potencia (beta, error tipo II), manteniendo siempre la significaciéon de 0,01 (alfa, error
tipo I).

Por lo tanto, se comenzara trabajando con grupos de 25 voluntarios para testear
la hipdtesis nula de falta de diferencia entre los grupos para cada una de las variables
estudiadas.

La muestra serd aleatoria, con edades entre 18 y 50 afios y se tendran los
siguientes criterios de inclusién y exclusion, asi como también, el protocolo respetara en
todo momento la Ley de derechos de los pacientes N2 26.529 y su decreto
reglamentario.

Los criterios de inclusiéon comprenden:
e Ser una persona sana, entre 18 y 50 afios de edad
e Tener un peso normal
e No presentar una patologia ocular
e Examenes bioquimicos normales
e HIV negativo
e Test de embarazo negativo (para voluntarios de sexo femenino)

Los criterios de exclusion comprenden:
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e Neumotoérax activo o reciente

e Enfermedad cardiovascular inestable

e Hemoptisis importante de origen desconocido

e Aneurisma cerebral, toracico o abdominal (riesgo de rotura)

e Desprendimiento de retina o cirugia de ojo reciente

e Usuarios de lentes de contacto

e Obesos / Desnutridos

o Enfermedades asociadas

e Embarazo o amamantamiento (en voluntarios de sexo femenino)
e Participacidén en otro estudio clinico como voluntario en los dltimos 30 dias
e Donacién de sangre dentro de los ultimos 3 meses

e Ingesta cronica de medicamentos

e Ingesta de cualquier medicamento en la semana previa al estudio
e Adicciones a drogas

e Ingesta de alcohol 48 horas antes del estudio

Durante los periodos de toma de muestras:
e No podra utilizar farmacos oculares
e Usar lentes de contacto
e No consumira tabaco, alcohol, medicamentos
e No ingerird alimentos o bebidas que puedan alterar la funcién circulatoria,
gastrointestinal, hepatica o renal (por ejemplo, té, café, mate, etc.)

Estos criterios serdn evaluados por el médico Jerénimo Chaparro Fresco, quien
realizara el llenado de una planilla confeccionada para la deteccién de sintomas, signos,
y/o patologias asociadas, y verificara si retine los requisitos necesarios para participar
del estudio. También se le realizara un andlisis clinico en sangre en el Laboratorio Clinico
de anadlisis bioquimico de la Facultad de Ciencias Exactas, a cargo de la bioquimica Laura
Delaplace, para la confirmacion de ciertos criterios.

Aquellos voluntarios que no retinan los requisitos necesarios para participar en el
estudio debido a que se ha detectado alguna anomalia o patologia al realizarle los
examenes correspondientes seran derivados a un centro de salud para que reciban el
tratamiento correspondiente.

La duracion total del estudio sera de 8 semanas, durante los cuales se tomaran las
respectivas muestras y se realizaran los diferentes estudios, con un intervalo de 15 dias
con respecto a la primera visita, para permitir que la lagrima se encuentre en las
condiciones habituales, y el estudio no influya en su estabilidad. Para lo cual se
necesitara que el paciente se presente en el lugar de estudio dos dias diferentes.

El dia del inicio del estudio, se debera concurrir al Laboratorio Clinico de la Facultad
de Ciencias Exactas, sito en calle 50 y 115, por la mafiana, con un ayuno no menor a 12
horas. De esta manera el médico le podra realizar a Ud. un estudio clinico y una posterior
toma de la muestra sanguinea, a cargo de la bioquimica.

Seguidamente, se le extraera una muestra de la lagrima, generada con la
estimulacion sensorial de la glandula lagrimal a través un motor de aire frio en la
superficie ocular. Luego se le colocaran lagrimas artificiales para ayudar a restablecer la
pelicula lagrimal.
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Inmediatamente después se le realizaran las pruebas respiratorias y diagndsticas.
Durante el segundo dia se le practicaran solamente pruebas diagndsticas y finalmente, en
los 15 dias posteriores a la segunda visita, los responsables del trabajo pasaran por su
domicilio y le daran informaciéon sobre los resultados obtenidos en los diferentes
analisis.

Participacién voluntaria y retiro:

La participacidn en este estudio es voluntaria y sin costo. El paciente puede escoger no
participar o puede abandonar el estudio en cualquier momento, sin tener que dar una

razon. El retirarse del estudio en cualquier estadio no le representard ninguna
consecuencia.

Posibles riesgos y/ o molestias:

Mientras esté participando en este estudio, usted podria presentar alguna
molestia, como ser sensacién leve de picazoén frente a la instilacion de fluoresceina, o
frente a la extraccion de la muestra. Si sus ojos estan extremadamente resecos, puede
sentir aspereza con las tiras de Schirmer. Sin embargo, las sensaciones son pasajeras. En
este estudio Ud. recibird posterior a cada test una gota de un humectante para
restablecer la normalidad. Ademas, Ud. recibira atencién médica y un control clinico para
identificar la aparicién de algiin evento adverso. En el caso de un evento adverso frente el
estudio, usted sera derivado a un centro de salud para que reciba el tratamiento
correspondiente.

Si durante el periodo ambulatorio, Ud. advierte algin sintoma que lo preocupe,
puede comunicarse con el centro de Investigacidn, al teléfono 0221-15-5402867 y sera
atendido inmediatamente.

Posibles beneficios:

Esperamos que la informacién que se obtenga como resultado de esta
investigacion beneficien en el futuro a los pacientes que viven expuestos a distintos tipos
de contaminacién aérea.

Tendran acceso a los resultados bioquimicos y de capacidad respiratoria, los
cuales podran ser utilizados por los beneficiarios para detectar posibles afecciones que
no se hayan detectado aun.

Notificacién de nuevos hallazgos:

El paciente sera informado durante todo el ensayo de cualquier evento que se
produzca o cualquier nueva informacién relevante ocurrida durante el transcurso del
estudio que pudiera afectar su salud, bienestar o interés por continuar en el estudio.

Se le notificarda a cada paciente los resultados del estudio, en los 15 dias
posteriores a la segunda visita.
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Confidencialidad:

Todos los datos obtenidos en el ensayo con relaciébn a su persona seran
custodiados, garantizando discrecion y confidencialidad sobre su identificaciéon y para
esto en la documentacién generada en el ensayo clinico sélo se recogeran las iniciales de
sus nombres y apellidos, respetando asi la Ley N225.326 sobre Proteccion de datos y
su decreto reglamentario. Ante cualquier duda o queja, puede dirigirse a la Direccion
de Proteccidn de Datos Personales.

Los miembros del Comité consultivo central de Bioética y las autoridades
sanitarias tendran libre acceso a su historia clinica para la verificacion de los
procedimientos y/ o datos del ensayo clinico sin violar su confidencialidad hasta donde
lo permitan las leyes y regulaciones aplicables. Al firmar este consentimiento usted esta
autorizando dicho acceso.

Pago por Participacién:

La participacidn es voluntaria, no habiendo un pago por la misma.
Costos:

No hay costos adicionales para el paciente al participar en este estudio.

2. Determinacion de las caracteristicas de la pelicula lagrimal
Muestra

Las mismas serdn recolectadas a los individuos participantes de este trabajo de
investigacién, de manera no invasiva, generada con la estimulacién sensorial de la
glandula lagrimal a través un motor de aire frio en la superficie ocular.

2.1 Analisis de la composicion lagrimal:

a. Analisis de lipidos

La excrecion de las glandulas de Meibomio, obtenida de la muestra lagrimal, se
disuelve en un solvente organico y luego son separados en clases de lipidos antes del
analisis por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), con deteccién UV o por
espectrometria de masas (HPLC-UV o HPLC-MS) (San Sebastian, et al.). Otra técnica
posible para este andlisis es la cromatografia de gases, también con detecciéon por
espectroscopia de masas (GC-MS)(Ohashi, et al,, 2006).

b. Analisis de proteinas

Se cuantificaran los niveles de proteinas en la lagrima, tales como albumina,

inmunoglobulina, lisozima y lactoferrina, mediante SDS-minigel electroforesis como
describe (Kuizenga, et al., 1991).

2.2 Analisis clinico ocular:

* Testde Schirmer I. Determina la cantidad de fraccién acuosa lagrimal presente en el
saco conjuntival del paciente. Esta prueba utiliza una tira de papel filtro de 35 mm de
largo y 5 mm de ancho que se dobla en un extremo y se coloca en el saco conjuntival
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inferior. El mismo tiene una escala que indica la cantidad de lagrima que corri6
durante los 5 minutos de la prueba. (Van Bijsterveld, 1969).

* Biomicroscopia. Examen no invasivo y estereoscdpico del segmento anterior del ojo.
Ofrece una visién detallada con los diferentes aumentos que pueden llegar a 40X.

* Tiempo de ruptura lagrima (BUTIN) Es una prueba cualitativa, donde la pelicula
lagrimal puede observarse con ayuda de fluoresceina, y consiste en la medicidn del
tiempo que tardan en aparecer zonas oscuras dentro del fondo verde-amarillo
cuando el paciente deja de parpadear. Se utiliza para demostrar la inestabilidad de la
pelicula lagrimal principalmente cuando existe un déficit de mucina. Se visualiza con
el biomicroscopio y luz cobalto (Vitali, et al., 1994)

* Tiempo de ruptura lagrima (BUTNI) Es una técnica no invasiva y se refiere a la
medida de la estabilidad de la pelicula lagrimal sin el empleo de fluoresceina. Se
puede realizar con el queratémetro, biomicroscopio mediante una reflexién
especular, un queratoscopio manual o el tearscope.

* Tincidn corneal y conjuntival

o Con fluoresceina: mediante tiras impregnadas con 1 mg de fluoresceina
sodica U.S.P, humedecidas con cloruro sddico al 0,9% aplicadas en la
conjuntiva o fénix. Visualizacién con biomicroscopia.

o Con rosa de bengala: mediante tiras impregnadas con 1,5 mg de rosa de
bengala, humedecidas con cloruro sédico al 0,9% aplicadas en la
conjuntiva o fonix. Este un colorante que se emplea para marcar células
epiteliales muertas o degeneradas en la cérnea o conjuntiva.
Visualizacién con biomicroscopia (Van Bijsterveld, 1969)

* Tincion con verde de lisamina tifie las células degeneradas y los filamentos de
moco presentes en la pelicula lagrimal. Se utiliza al 1%.

= Analisis con tearscope (Guillon, 1998), método no invasivo que permite medir la
estabilidad lagrimal, la visualizacién de las estructuras lagrimales (patrones de
interferencia) y la morfologia del reservorio lagrimal.

» Frecuencia de parpadeo, se medira la cantidad de parpadeos por minuto a través
de una modificacion del método utilizado en el estudio de Sunwoo (2006).

= Analisis de la microvasculatura retinal, la microvasculatura central del fondo de
ojo se analiza a través de un estudio no invasivo, y posterior andlisis de las imagenes
obtenidas por biomicroscopia indirecta con un lente alto positivo. (Klein, et al,
2006).

3. Muestreo y analisis de contaminantes en aire

En todos los muestreos que se realicen, para una correcta interpretacion de los
resultados obtenidos, los datos seran correlacionados con parametros meteorolégicos de
la region, mediante la utilizacién de la estacion instalada en la UTN-FRLP y de los
provenientes de otras estaciones cercanas. Con el mismo criterio, en todos los casos se
utilizard un GPS para situar los puntos de muestreo de modo indubitable y ademas
incorporar otras variables puntuales como superficies y alturas barométricas. El uso de
GPS permite ademas una evaluacidn espacio temporal, con la consecuente aplicaciéon de
modelos de dispersion de contaminantes (Jensen, 1998), (Matejicek, et al., 2006,
Vienneau, et al., 2009).
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3.1 Material particulado y compuestos asociados

Para el muestreo y andlisis de material particulado y compuestos asociados, se
realizaran muestreos de material particulado inhalable (particulas < 10 pum) y respirable
(particulas < 2.5 pm) utilizando un muestreador MiniVol TAS, con cabezales
intercambiables para 100, 10 y 2,5 micrémetros. Se realizaran monitoreos estacionales
(invierno y verano) con una duracién de entre 10 y 20 dias por zona, segin los niveles
que se encuentren de PM. Se utilizardn metodologias de muestreo estandarizadas segun
normas ASTM y 40CFR. (Rehwagen, et al.,, 2005), (Niosh).

4. Pruebas de funcionalidad respiratoria

En particular se plantea realizar estudios de funcién pulmonar en la poblacién de
la regién, mediante ensayos tales como la medicion de los flujos espiratorios forzados,
capacidad pulmonar total, capacidad vital funcionante, entre otros. A tal objeto se
utilizara la prueba espirométrica sin respuesta broncodilatadora, utilizando un
espirometro portatil oportunamente calibrado, en un todo de acuerdo con las
recomendaciones internacionales (ATS, ERS). El andlisis de los resultados obtenidos se
realiza mediante el programa estadistico SSPS (Wichmann, F. A, et al., 2009), (Chapman,
etal, 2003).

Identificacién del lugar donde se realizard el plan de trabajo

Las tareas propuestas en este plan de trabajo se llevaran a cabo en el Laboratorio
de analisis clinico de la Facultad de Ciencias Exactas a cargo de la. Biog. Laura Delaplace,
y en el Programa Ambiental de Extension Universitaria (PAEU) - UNLP, bajo la direccion
del Dr. Dario Andrinolo.
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Anexo 111

Encuesta

DATOS PERSONALES:

Apellidos y nombre:

Fecha de nacimiento;

Sexo: F M
Tel:
Ocupacion:

Lugar de trabajo:

Oficina:
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LUGAR DE RESIDENCIA Y VIVIENDA FAMILIAR:
Domicilio:

;Desde cuando vive en ese domicilio?

La vivienda estd ubicada (marcar todas las opciones afirmativas):
En una Villa de Emergencia

En un Asentamiento

En un barrio de vivienda social

Barrio con calles de tierra sin veredas ni desagiies

Barrio con veredas y desagiies pero con viviendas precarias

o muy deterioradas

Cercana a un basural

Cercana a aguas servidas

Zona inundable

Sobre una calle de transito principal o cruce de semaforos

o loma de burro

Sobre un parque o espacio verde

Cercana (1 km de distancia) a un establecimiento industrial

de gran envergadura

Cercana (500 m de distancia) a un establecimiento industrial pequefio
o mediano(carpinteria, metaldrgica, construccidn, soldaduras, etc.)
Cercana (100 m) a una tintoreria

Cercana (500 m) a una estacion de servicio

Tipo de vivienda Material de los pisos

Casa ] Mosaico, madera,

Casilla [_| Alfombra o baldosa plastica
Rancho [_] Cemento o ladrillo fijo
Departamento |_| Ladrillo suelto o tierra

Inquilinato ] Ot
Pension [_]

Otro ]

Posee

Batio |_| Letrina | Ninguna ||

Inodoro con boton o cadena de arrastre de agua ||
Inodoro sin botén o cadena de arrastre de agua |
Sin inodoro |

Servicio de Agua

De red publica o agua corriente | Cafieria y red interna en la vivienda
De perforacion (bombeador) ] Sélo cafieria en la vivienda

De superficie (rio o lago) | Provision de agua fuera del terreno
Otro: o e

El desaglie del inodoro es

A red publica (cloacas) || A camara séptica y pozo ciego |__|
Solamente pozo ciego || Otro:
Servicio de luz Calefaccién

Con medidor particular || Eléctrica ||
Con medidor compartido || Gas |
Sin medidor || Lefia |
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Si

||
||
||
||



No tiene electricidad | Otro:

Si No
;Tiene o tuvo un animal doméstico (mascota)? ] ||
;Cual/les? Perros || Aves |_| Gatos |_| Conejos ]
O 0,
Si No
;Observa frecuentemente insectos en su casa? || ]
CCUALES
¢;Utiliza insecticidas para combatirlos? || ]
¢Con que frecuencia?
Diaria |_| Semanal |_| Mensual |_|
;Observa frecuentemente presencia de roedores/ratas en su casa? |_| ]
Usan productos quimicos para combatirlos? Cudles?
Alergias Si No Ns/Nc

(Le diagnosticaron algun tipo de alergia? || || ]
CQUETIPO e Aler Iy
(Le realizaron test de alergia? || || ||
Mostro reacciones a (marcar todas las opciones que correspondan) Si
Ninguna reaccién? ||
Acaro de polvo hogarefio? ]
animales (ej., gato, perro, aves, caballo, etc.)? ]
moho? ||
alimentos? ||
polen de pastos, hierbas, flores, arbustos, arboles? ||
otros?

Rinitis alérgica Si No
Ns/Nc

(Enlos ultimos doce meses tuvo estornudos, o la nariz le goteaba,

o estaba tapada o le picaba, sin estar resfriado o engripado? Y N

(Enlos ultimos doce meses, estos problemas de nariz estuvieron
acompafiados de lagrimeo y picazén en los ojos? T Y O I

¢En qué estacidn del afio los sintomas fueron mas severos?
Verano |_| otoflo |_| invierno |_| primavera |_| siempre |_|

;Con que frecuencia los problemas de nariz le han impedido realizar sus actividades
diarias en los ultimos doce meses? nunca |_| pocas |_| muchas ]

Eczemas (alergias en piel) Si No
;Ha tenido alguna vez manchas rojas en la piel (alérgicas) que picany | ||
que aparecen y desaparecen? Si- No

(Estas manchas rojas que pican, le han salido alguna vez en alguno de los | ||
siguientes lugares: pliegues de los codos, detras de rodillas empeine,

bajo las nalgas, alrededor del cuello, ojos u orejas?

(Bajo qué circunstancias se agravaron estas manchas?
(Puede identificar algin alimento, ropa o lugar en particular como la causa)

(Es su piel fotosensible? | 1|
Antecedentes asmdticos

(Algun profesional de la salud, le diagnostic6 asma? Si
;Qué edad tenia? afios

| No|_|
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Recibi6 tratamiento farmacolégico ... ...
¢Algun profesional de la salud, le diagnostic6 broncoespasmo? Si|_| No
|

(Quéedadtenia? ... anos

Recibid tratamiento farmacoldgico

¢Ha presentado en por lo menos tres ocasiones en total, o dos veces en el ultimo afio,
alguno de los siguientes sintomas? Si No
Respiracidn sibilante [—| ||
Sensacion de opresion toracica (se le cierra el pecho?) || |
Disnea (falta de aire) || |
Tos persistente nocturna o al levantarse [—| ||

La aparicion de estos sintomas fue de forma espontanea (ESP) o por exposicién a algin
factor desencadenante (FD) como (emociones, ejercicio, irritantes quimicos)

ESP  FD [ B
¢En qué estacion del afio los sintomas fueron mas severos?

Verano |_| otofio |_| invierno |_| primavera |_| siempre |_|

¢En alguna oportunidad, ha presentado, sibilancias durante o Si No
luego de realizar actividad fisica en los tltimos doce meses? ] ]
;Ha tenido alguno de los sintomas mencionados sin que Si No

la causa fuera un resfrio, en los tltimos doce meses? || ||
¢Tuvo una crisis de asma o bronco espasmo en los ultimos 12 meses? || [_|

Enfermedades Respiratorias
(Alguna vez fue a un hospital o centro de salud por algunas de las siguientes

enfermedades?.  ;Fue por una emergencia? ¢Fue necesario dejarlo internado?

AT INT EM AT INT EM
Crup / seudocrup [ T O Neumonia O T I
Bronquitis/bronquiolitis ] |—] || Broncoespasmo |_| |_| |_]|
Sindromes coronaries [ T O Reaccion alérgica |__| |_| |_]|
Neumotorax [ I

Alimentacién

;Cudl es su dieta basica? Si Si
Citricos |__| Carnes blancas |
Carnes rojas |__| Productos de harina |
Huevos |__| Productos lacteos ||
Leguminosas |__| Chocolates ||
Gaseosas |__| Panificados |
Frutas y verduras |__| ¢de déndelas obtiene?
Jugos comerciales || Otros.
Peso: Altura

Sintomas Generales

;Usted presenta frecuentemente? Si
Fatiga ||
Nauseas y vomitos frecuentes ||
Diarreas frecuentes ||
Dolor de cabeza ||
Enfermedades cronicas y oncolégicas Si No
Problemas hepaticos || |_| Cual?
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Problemas cardiacos ] |__| Cual?
Anemias I
Hipertension || ||
No
Hipertiroidismo || ||
Hipotiroidismo | |
Artritis reumatoidea | |
Diabetes || ||
HIV [ R
CAncer | |_| que tipo?
Otras enfermedades:
Medicacién Si No
Toma algtn tipo de medicamento || ||
Cual? ] Y cudnto? e
Toma aspirina o aspirineta o aspirina prevent || ||
Cual? Y CUANYO?
Embarazos Si No
(Embarazada? || ||
que embarazo es: (primero, SeguUNdoO...)
(Estd amamantando? (1 I
Su/s embarazo/s fue/ron a término? || ||
¢ Tuvo perdida o aborto? || || ¢Cuantos?
Hdbitos Si No
(Actualmente fuma? | |
Ocasionalmente incluye al fumador social, cuantos cigarrillos?
Pocos (5) ||
Intermedio (5-10) ||
Muchos (mayor de 10) [—|
;(Tiene automdvil o moto? || ||
(El garaje estd comunicado con el interior de su hogar? || ||
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Anexo IV

Historia clinica
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Historia oculgr:

SiNo S No
Desprendimiento de retina OO0 Usuario de computador 0]0) Hex dia
Cirugia ocular OO0 Usuario de maquillaje Q0
Glaucoma OO0 Usuario LC ( ) confort
Farmacos oculares Cual?

1. ;Tiene usted prescriptas gotas para el tratamiento de ojo seco?
s 0) No () No sabe ()

2. jAlzuna vez experimenta alguno de los siguientes sintomas enlos ojos?

S No
Dolor 00O
Picazdn 00
Sequedad o O
Sensacidn de arenilla Q 0
Ardor OO0

3. ;Con qué frecuencia sus ojos tienen estos sinfomas?
Nunca (_) Aveces o A memudo O Constantemente O

4. Respecto a sus ojos ;Considera usted que son inusualmente sensibles al humo del cigarrillo, la
contaminacion, el atre acondicionado, calefaccion central?

5i0) No () Aveces ()

LA

. ;Sus ojos se ponen muy rojos e irritados al nadar en agua tratada con cloro? (piletas)
1 O No O Aveces Cﬁ

6. ¢ Tiene sus ojos secos eirritados el dia después de beber alcohol?

S50 No () Aveces ()

7.; Tomausted comprimidos antihistaminicos, colirios antihistaminices, diréticos, pastillas para dormir,
tranquilizantes, anficonceptivos orales o medicamentos para la tlcera duodenal problemas digestivos,
presion arterial alta o para otros?

8O No ()

3. ;Sufreusted de artritis?
si0) No () No sabe ()

5. (Experimenta sequedad dela nariz, 1a boca, la garganta, el pecho, o enla vagina?
Nunca () Aveces () Amemdo (O Constantemente ()

10. ;Sufre usted de anomalia dela tiroides?
si() No () No sabe ()

11. ;Usted sabe si duerme con los ojos parcialmente abiertos?
si() No () Aveces ()

12. ; Tiene irritacién ocular cuando usted se despierta de su suefio?

50 No O Aveces () 1
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Schirmer I: OD: QL _
) ol oD o
' Edema palp. Hip. Bulbar
Entropién Inyeccién Limbal .
Ectropion Neovasc.
Triquiasis Pinguecula @ @
Chalazién Prerignion N N\
Meibomitis Hip. Tarsal
Orzuelo Papilas U U
Concreciones
Otros:
Patron: 0D oL BUINL. OD: / /s 0I: ¢ 5.
Detrims:  OD: Ol DGM: oD: oL

172

Pelicula Lagrimal:

Tincion con flowresceing
{ Tipo'prof /extension)

2

Tincion conjuntival con fluovesceing

(grado/zona)

@ @

1D

OD: 0oL

BUTIN: OD: / [/ s OL 5. Mefiisco:  OD: 0
Tincion con verde de lisamina
(grado/zona)

0D: oL
Analisis Lagrima:
Proteina total OD- pg/ul Ol ug/ul
Lactoferrina  OD: pg/ul Ol ug/ul
Albimina QD: ug/ul OI ug'ul
TSPA 0D: pg/ul O ug/ul
Lisozima OD: pg/pl O ug/ul
Lipidos: 0D: or: Diag-
Obs:




AnexoV

Técnicas en lampara de hendidura
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Anexo VI

Procedimientos de exploracion

Procedimientos de exploracion del segmento externo

En el siguente texto se ordenan los diferentes procediemientos utilizados para la
observacion subjetiva y objetiva del segmento externo ocular. El orden de
realizacion es concordante con el de aparicion, y el mismo fue determinado con el

fin de que no existan errores en los valores derivados del orden de las técnicas.

1. Cuestionarios:
e Ocular Surface Disease Index (0SDI): Se le entrega al paciente el siguiente
cuestionario para que el voluntario responda mediante una cruz. Las
respuestas fueron valoradas segtun (Schiffman et al. 2000) considerdndose

Respuestas con valores 2 12 como sospecha de ojo seco.
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Conteste a las siguientes preguntas marcando la casilla que mejor represente su respuesta.

¢Ha experimentado alguna de las siguientes alteraciones durante la ultima semana?

En todo Casi en todo El50% del | Casien ningdn En ningtin
momento momento tiempo momento momento

Sensibilidad a la luz

Sensacion de arenilla en los ojos..............
Dolor de ojos

Visién borrosa

Mala vision

0 a1 Lo

¢Ha tenido problemas en los ojos que le han limitado o impedido realizar alguna de las si-
guientes acciones durante la ultima semana?

En todo enc?osdlo El 50% del Cnﬁfglf: En ningdn N/A
momento T tiempo ET momento

Leer.
Conducir de noche
Trabajar con un ordenador o utilizar un cajero
automatico

Ver la television

o] & |N®

¢Ha sentido incomodidad en los ojos en alguna de las siguientes situaciones durante la ul-
tima semana?

En todo enc?osdlo El 50% del Cms;mf: En ningdn N/A
momento tiempo g momento
momento momento

10. Viento.
11. Lugares con baja humedad (muy secos)
12. Zonas con aire acondicionado.

e McMonnies (MM): el presente cuestionario incluye las preguntas detalladas
a continuacién y que las mismas fueron realizadas por el personal de salud a
cargo de la realizacién de las diferentes técnicas oculares. Las respuestas
fueron valoradas segin (DEWS 2007b) considerdndose respuestas con

valores 2 12 como sospecha de ojo seco.
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. Tiene usted prescriptas gotas para el tratamiento de ojo seco?

si O No () No sabe ()
2. jAlouma vez experimenta alouno de los siguentes sintomas enlos ojos?
51 No
T Ty
Dolor L)
- - N
Picazon OO0
If‘\ Ir"\‘l
Sequedad L
. I/"'\. Ir"\]
Sensacion de arendlla L)
Ardor (AN
3. ;Con qué frecuencia sus ojos tienen estos sintomas?
- = -, -,
Nunca(_) Aweces () Amenudo () Constantemente 'f:_l
4. Respecto asus ojos ;Considera usted que son inusualmente sensibles al humo del cigarrillo, la
contaminacion, el aire acondicionade, calefaccion central?
S0 No () Aveces ()
5. ;Sus ojos se ponen muy rojos eirritados al nadar en agua tratada con cloro? (piletas)
S No () Aveces ()
6. ; Tiene sus ojos secos e irritados el dia después de beber alcohol?

Si () No () Aveces ()

7.;Tomausted comprimidos antthistaminicos, colirios antihistaminicos, diuréticos, pastillas para dormir,

10

11

tranquilizantes, anticonceptivos orales o medicamentos para la iilcera duodenal, problemas digestivos,
presion arterial alta, o para otros?
si O No ()

. iSufre usted de artritis?

" Y - ™ - Y
s No () No sabe ()

(Experimenta sequedad de la nariz, la boca, la garganta, el pecho, o enla vagina?
Nunca () Aveces () Amenudo () Constantemente ()

i Sufre usted de anomalia dela tiroides?

si() No () No sabe ()

. Usted sabe si duerme con los ojos parcialmente abiertos?

. - - =
SR No () Aveces ()
. i Tiene frritacion ocular cuando usted se despierta de su suefio?
' - Pt it
S Nao () Aveces ()

2. Procedimiento del Schirmer I:

a) Se coloca al paciente sentado de manera cémoda en un ambiente con luz

tenue;

b) Con guantes previamente colocados, se doblan los extremos de las tiras de

Schirmer;

c) Se le pide al paciente que mire hacia arriba y se colocan las tiras en el fondo

de saco temporal correspondientes al ojo derecho (OD) e izquierdo (0OI) de

cada paciente;



d) Se le pide al paciente que mire al frente, pero que no lo haga hacia los

costados o abajo, para que su cornea no entre en contacto con la tira de

papel. Ademds se le aclara que puede parpadear las veces que le sean

necesarias;

e) Se dejan las tiras por 5 minutos;

f) Luego se le solicita al paciente que vuelva a mirar hacia arriba y se le retiran

las tiras de ambos ojos;

g) Se lee la longitud de humectacion de la tira y se la registra en la historia

clinica (Hx) segun (Vitali et al. 1994);

h) En caso de que el paciente lo necesite, frente a molestias generadas por el

test, se le colocan gotas humectantes, posterior a la realizacion del mismo.

3. Procedimientos para el andlisis del segmento anterior con ldmpara de

hendidura (LH)
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3.1. Valoracion sin colorantes

a)
b)

c)

d)

g)

h)

Calibrar los oculares

Adecuar el instrumento para que le resulte c6modo al voluntario y al
examinador;

Indicar al paciente la posicion correcta del mentoén y la frente, y pedirle
que mire hacia el frente;

Alinear las marcas de alineaciéon con el canto externo del ojo del
paciente;

Encender y desbloquear el instrumento;

Comenzando por el OD, abrir totalmente la hendidura e iluminar toda
el segmento anterior, en caso de sensibilidad del paciente a la luz
colocar el difusor;

Colocar el brazo de iluminacién con un dngulo de incidencia de 30° del
lado temporal respecto a la normal del paciente. Con una iluminacién
difusa, intensidad media y con un aumento 10X;

Pedirle al paciente que mire en la linea media hacia su nariz y observar

la conjuntiva bulbar y limbal temporal;



i)  Pedirle al paciente que mire hacia arriba y desplazar el instrumento
hacia la derecha del examinador mientras se observa la conjuntiva
bulbar, limbal y tarsal inferior;

j)  Luego se coloca el brazo de iluminacién con un dngulo de incidencia de
30° del lado nasal y se le solicita que mire en la linea media hacia su
derecha para observar la conjuntiva bulbar y limbal nasal;

k)  Finalmente se le pide que mire hacia abajo y se observa la conjuntiva
bulbar y limbal superior.

[)  Seregistran los valores de hiperemia conjuntival y tarsal inferior segun
la escala de CCLRU (Terry et al. 1993);

m) Repetir el procedimiento con el OL

EHROJECIMIENTO 1. :.I{E‘r

BULBAR

EHROJECIMIENTO
LIMBAL

EHROJECIMIENTO
PALPEBRAL
(area2)

Figura 1: Escala del CCLRU para la hiperemia conjuntival bulbar y tarsal (Terry et al. 1993).

Nota: Aunque el sistema de notacion utilizado muestra la hiperemia
conjuntival tarsal superior, la misma sirve para valorar la conjuntiva tarsal

inferior.

Procedimiento para determinacion de la Disfuncion de las Glandulas de
Meibomio (DGM) y de la blefaritis.

a) Comenzando por el OD, continuar con la iluminacién difusa

b) Pedirle al paciente que mire levemente hacia arriba y observar la

blefaritis en el parpado inferior.
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c) Pedirle al paciente que mire levemente hacia arriba y realizar la
expresion digital de las gldndulas mediante presion sobre el borde libre
del pdrpado con el dedo pulgar.

d) Valorar tanto la blefaritis como el tipo de secrecién segun la escala la
escala de (Efron 2000);

e) Repetir el procedimiento con el OL.

MEIBOMIAN GLAND DYSFUNCTION
- -

P P e, o - i —
TR = e R s o iy R - ):’.‘"?I?""U-!_‘}m'\ P RNV

Figura 2: Escala de la disfuncion de las gldndulas de meibomio, segun Nathan Efron (2000).

e Procedimiento para determinacion del patron lipidico por reflexion
especular.

a) Situar la LH frente al OD del paciente.;

b) Colocar el brazo de iluminacién con un dngulo de incidencia de 20° del lado
temporal respecto a la normal del paciente;

c) Colocar el brazo de observacion (LH), con un dngulo de incidencia de 20°, del
lado nasal con respecto de la normal al paciente;

d) De esta forma deberd quedar finalmente un dngulo de 40° entre los brazos
de iluminacion y observacién;

e) Incrementar el aumento del equipo a 25X o0 40 X;

f) Aproximar lentamente el biomicroscopio hacia la cérnea hasta enfocar el
espejo del sistema de iluminacion sobre la capa lagrimal;

g) Realizar un paralelepipedo de 2 mm de ancho con la hendidura;

h) Desplazar el instrumento de forma tal que se superponga el espejo con la
parte anterior del paralelepipedo. En ese momento aparecerd una zona muy
brillante que corresponde a la pelicula lagrimal;

i) Verificar que en la seccién fina del paralelepipedo se visualice el endotelio

corneal;
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J)

k)

)

Identificar el patrén lagrimal que se visualiza por interferometria y observar
si hay detritus que fluyen en la lagrima, pidiendo al paciente que parpadee
las veces que considere necesario para realizar una correcta evaluacion;
Registrar en el patrén lagrimal y la cantidad de detritus encontrada segtn
(Guillon 1998);

Repetir el procedimiento con el Ol.

Nota: No demorar en la realizacién de la prueba, puesto que la incidencia de la

luz aumenta la evaporacion de la lagrima y subestima el valor real.

Procedimiento del BUTIN:

a)

b)

d)

g)

Comenzando por el OD, abrir totalmente la hendidura e iluminar toda la
superficie corneal;

Colocar el filtro azul cobalto, aumentar la intensidad de iluminacion y
seleccionar una magnificaciéon que permita la observacién completa de la
cornea (aproximadamente entre 10X a 16X);

Colocar una gota de solucion salina en la tira de fluoresceina (sin tocar el
pico de la botella con el fosforo a fin de no contaminarla y colocar un papel
debajo del sector de manipulacion para no manchar la superficie del
instrumento);

Pedir al paciente que mire hacia arriba y colocar la fluoresceina en el fondo
del saco inferior, luego pedirle que parpadee a los efectos de que se
distribuya en forma homogénea;

Hacer foco en la capa lagrimal;

Pedirle al paciente que detenga el parpadeo y en simultdneo activar el
cronometro para cuantificar el tiempo de ruptura lagrimal;

Explorar visualmente toda la superficie corneal buscando la aparicién de
puntos secos (manchas oscuras por ausencia de fluoresceina, que se
provocan por la ruptura de la capa la capa lagrimal, la cual debia estar

estable y homogénea al inicio de la prueba);

h) Al observar los puntos o zonas secas/negras, detener el cronometro;

i)

Registrar el tiempo;
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j) Pedir al paciente que vuelva a parpadear para que su pelicula lagrimal se
distribuya de forma normal y repetir la prueba 2 veces mds, registrando
cada valor segiin (Vitali et al. 1994);

k) Repetir el mismo procedimiento para el OI;

) Finalmente sacar el promedio de las medidas y registrar ese valor de
referencia para cada ojo con su correspondiente unidad de medida

(segundos).

e Procedimiento de valoracion de la tincion corneal con fluoresceina

a) Aprovechando la fluoresceina y la luz cobalto utilizada en el procedimiento
anterior, visualizar la cérnea y la conjuntiva bulbar del OD con un aumento
de 16X e intensidad media a alta.

b) En caso de visualizar puntos o zonas brillantes en la cérnea, se puede llevar
la LH a 25X para mayor detalle.

¢) Luego realizar una seccion dptica para verificar la profundidad de la lesion.

d) Realizar la notacion de la tincién corneal y conjuntival segtn la escala de

CCLRU (Terry etal. 1993).

e) Repetir el procedimiento con el Ol.

TINCION
CORMEAL:
TIPO

TINCION
CORNEAL:
PROFUNDIDAD

TINCION
CORNEAL:
EXTENSION
{areas)

TINCION
CONJUNTIVAL

Traducids por -
Ralando Rolas B. FIAGLE
Gullerms Carrilln, FIACLE

Figura 3: Escala del CCLRU para la tincion corneal y conjuntival con fluoresceina (Terry et
al. 1993).
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e Procedimiento de medida del menisco lagrimal.
a) Posterior al procedimiento anterior, realizar con la LH un paralelepipedo
angosto, con una magnificacion de 16X, iluminacion media, un dngulo de 0°
b) Iluminar el menisco en la zona central del parpado inferior;
c) Observar la altura del mismo en relacién al espesor del borde palpebral y el
perfil del mismo a lo largo del parpado inferior;
d) Registrar que la altura del menisco como fraccion: 1/x, donde x representa
las veces que el menisco entra en el borde libre del pdrpado. Asi como
también el perfil en continuo, ondulado o discontinuo segitin (Terry 1984;

Mainstone et al. 1996);

e) Repetir el procedimiento con el Ol.

.

Figura 4: Ejemplos de meniscos lagrimales: a) normal continuo; b) bajo continuo; c) menisco

discontinuo.

e Procedimiento de medida de los pliegues conjuntivales paralelos al
parpado (LIPCOF).
a) En forma consecutiva, observar los LIPCOF, para ello pedir al paciente que
mire en posicion primaria de mirada (PPM);
b) Luego abrir el paralelepipedo de angosto a ancho, con una magnificacion de
16X, iluminaciéon media y filtrada azul cobalto con un dngulo de 30°
c) Observar si existen pliegues conjuntivales en la zona temporal del OD, los
cuales pueden superar o no la altura del menisco lagrimal;
d) Registrar que los mismos segun la clasificacion de Hoh (1995):
e (Grado 0: sin presencia de pliegues;
e (Grado 1: un solo pliegue en PPM por debajo del meniscos lagrimal;
e (Grado 2: multiples pliegues hasta la altura del menisco lagrimal;

e (Grado 3: multiples pliegues mds altos que el menisco lagrimal;
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e)

d)

Repetir el procedimiento con el Ol.

Procedimiento de valoracion de la tincion corneal con verde de
lisamina
Comenzando por el OD, abrir totalmente la hendidura e iluminar toda la
superficie corneal;
Colocar luz sin filtrar, un dngulo de observacién de 30° intensidad de
iluminacion media y una magnificacion entre 10X a 16X;
Colocar una gota de solucion salina en la tira de verde de lisamina (sin tocar
el pico de la botella con el fésforo a fin de no contaminarla y colocar un
papel debajo del sector de manipulacién para no manchar la superficie del
instrumento);
Pedir al paciente que mire hacia arriba y colocar el verde de lisamina en el
fondo del saco inferior, luego pedirle que parpadee a los efectos de que se
distribuya en forma homogénea;
Pedirle al paciente que detenga el parpadeo y explorar visualmente toda la
superficie de la conjuntiva bulbar temporal y nasal, y la superficie corneal
buscando la aparicién de puntos verdes;
En caso de existir zonas tenidas, registrar segun la escala de (Norn 1973;
Bron et al. 2003):

=  Grado 1: tincion ausente;

* Grado 2: tincién leve;

* (Grado 3: tincién moderada;

» Grado 4: tincidn severa;

=  Grado 5: tincion marcada.

g) Repetir el mismo procedimiento para el Ol.
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Anexo VI

Procesamiento de las imdgenes

Las imagenes de los minigeles se procesaron con el software de acceso libre
Image] (version 1.38). El mismo se utiliza para el procesamiento de diferentes
imagenes cientificas multidimensionales, con muchos plugins y macros para
realizar una amplia variedad de tareas. En nuestro caso lo utilizamos para
estimar las concentraciones relativas de las diferentes proteinas. Para ello

definimos un protocolo que se puede visualizar a continuacidn:

1. Se abre la imagen con extension .tiff, se la duplica yendo a

image/duplicate.
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2.

3.

4,

190

Luego se la pasa a 8 bits, en image/type/8-bits

y .

~
| <

-~
’ -
hi‘1~~—<.. 4

| Ly

TR

p—

Luego para eliminar los errores a la hora de cuantificar, se le substrae el

Rolling ball radius; |24 pixels

[V Light background

[~ Create background (dont subtract)
[~ Sliding paraboloid

[~ Disable smoothing

I~ Preview

OK Cancel | Help

permite visualizar mejor los picos eliminandole el ruido.

Luego con la herramienta de rectangulo se selecciona el patrén de peso

se marcan el resto de las corridas en analyze/gels/selects next lane.

d img278-1.tif (50%)
4.27x3.11 inches (1281x934); 8-bit. 1.1MB.

fondo a todos por igual, con la funcién process/subtract brackground. Esto

molecular como linea 1, posicionando en analyze/gels/selects first lane con la

herramienta del rectangulo. A continuacion se arrastra el area seleccionada y




Luego se va a en analyze/gels/plot lines y se obtiene las area de cada

curva.

4
g

650x3268 pixels; B-bit, 2MB

f
it
1/ IH b et Y \‘J L /

Primeramente se toma un pico del patrén de peso molecular para que
actiie como referencia para intensidad, ya que como todos los geles tiene el
mismo pico, se lo toma a este como intensidad relativa y se descartan errores
de tincion y comparacion de los distintos geles. Para ello se marca con la
herramienta lineas rectas al costado del pico referencia y de cada pico
existente en cada corrida y con la herramienta de la varita magica se las
selecciona una por unay el software informa de la intensidad relativa de cada
pico y si se va a analyze/gels/label peaks se obtiene la intensidad relativa en

porcentajes.
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| 4
B50x3268 pixels, &-hit, ZMB

|

|
. | q I
| |l'\-_..q__f'll’l‘w-\_/\1 ) ,‘Ll '&r‘l""xf'ﬁ IﬂI'L . .JI{L-I\—ﬂL.,f’ } / |

f} X n } 4 Results — ] >

i 1| }| m File Edit Font Resufts

Iy JTI\V_ Oty “r ] h, |,J.|I|I Area Percent 2
T T 5

1721673 4618
4761.062  12.553
1715213 4522
2184920 5787
823577 2171
72793 2.3
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7. Luego con los valores de intensidad relativa, se toma el valor del pico 1
como referencia y se obtienen los valores de intensidad relativa al pico 1. De
esta forma podemos comprar los resultados de los diferentes geles, pudiendo
obtener la concentracion de cada una de las bandas, ya que controlamos la

concentracion de proteinas que sembramos en cada calle.

Geln°1

X1 Y1 X1 Y:
11 2,72 3,50 1 0,77 1,04
IZ 098 040 c2 028 0,12
I3 1,25 094 3 036 0,28

I4 047 043 ¢4 013 0,13
I5 050 0,42 ¢5 014 0,13
Ie 081 0,52 c6 023 0,15
I7 1,05 1,73 c7 030 0,51
18 0,22 0,00 c8 0,06 0,00

19 258 214 c9 073 0,64

Tabla 1. Representacion de las intensidades absolutas (I) y de las concentraciones (C) de cada
banda del gel Las muestras (X e Y) de un voluntario ejemplo se expresan con el subindice 1.
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Anexo VI

Produccion cientifica y proyectos

Trabajos publicados en congresos Nacionales

1. Titulo: “ANALISIS DE LA COMPOSICION PRETEINICA EN LAGRIMAS DE
POBLACIONES EXPUESTAS A LA CONTAMINACION AEREA POR MATERIAL
PARTICULADO EN ZONAS URBANAS E INDUSTRIALES”.

Autores: M. A. Gutiérrez, D. Sedan, M. A. Serradell, M. Orte, A. Porta, D.
Andrinolo.

Afio: 2013

Publicaciéon: Contaminacion ATMOSFERICA E HIDRICA EN Argentina,
Tomo II. Contribuciones del IV Congreso Proimca y II congreso Prodeca.
PULIAFITO, ALLENDE PANIGATTI (Eds) Pag. 549-556, 05/06/2013. E-
Book. ISBN 978-950-42-0150-2.

2. Titulo: “INCIDENCIA DEL 0JO SECO EN POBLACIONES EXPUESTAS A
DIFERENTES CALIDADES DE AIRE”.
Autores: M. A. Gutiérrez, M. E. Ruiz, D. Sedan, A. Porta, D. Andrinolo.
Ano: 2015
Publicacion: Contaminacion atmosférica e hidrica en argentina, Tomo III.
Contribuciones del V Congreso Proimca y IIl congreso Prodeca. Allende,
Puliafito y Panigatti (Eds). Pag. 241-250, 08/2015. E-Book. ISBN 978-950-
42-0163-2.

3. Titulo: “EVALUACION DEL RIESGO TOXICOLOGICO DE EVENTUALES
EMERGENCIAS QUIMICAS EN ESCENARIOS SUBURBANOS Y RURALES DEL
PARTIDO DE LA PLATA. ETAPA 1.”.

Autores: Balbi, Karina; Orte, Marcos A.; Elordi, Maria L.; Gutiérrez,
Maria de los A.; Colman Lerner, Jorge E.; Porta, Atilio A.; Sdnchez, Erica
Y.

Ano: 2015
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Publicacién: Contaminacion atmosférica e hidrica en argentina,

Tomo III. Contribuciones del V Congreso Proimca y III congreso
Prodeca. Allende, Puliafito y Panigatti (Eds). Pag. 113-128, 08/2015. E-
Book. ISBN 978-950-42-0163-2.

. Titulo: “ESTUDIO DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

ASOCIADOS AL MATERIAL PARTICULADO Y EN FASE GASEOSA EN LA
CIUDAD DE LA PLATA Y ALREDEDORES".

Autores: Orte, Marcos; Colman Lerner, J. Esteban; Gutiérrez, Maria A.;
Elordi, M. Lucila; Matamoros, Natalia; Reyna Almandos, Jorge; Porta, A.
Andrés.

Afio: 2015

Publicacion: Contaminacidn atmosférica e hidrica en argentina, Tomo III.
Contribuciones del V Congreso Proimca y III congreso Prodeca. Allende,
Puliafito y Panigatti (Eds). Pag. 265-274, 08/2015. E-Book. ISBN 978-950-
42-0163-2.

. Titulo: “PARASITOSIS INTESTINALES EN UNA POBLACION ADULTA

URBANA”.

Autores: Gutiérrez, Maria; Costas Malena; Elordi, Lucila; Tersigni, Carina;
Delaplace, Laura; Dario Andrinolo; Porta, Andrés y Leonora Kosubsky.
Afo: 2015

Publicacion: Libro de Resiumenes del VII Congreso Argentino de
Parasitologia. Liliana Semenas, et al (Eds) Pag. 103. ISBN 978-987-44069-
1-4.

Trabajos publicados en congresos Internacionales
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6. Titulo: “CHANGES IN THE COMPOSITION TEAR BECAUSE OF THE AIR

POLLUTION BY MATERIAL PARTICLES IN LA PLATA AND AROUND”.
Autores: Gutiérrez Maria, Sedan Daniela, Serradell Maria, Delaplace
Laura, Porta Atilio, Andrinolo Dario.

Ano: 2013

Publicacién: Libro de memorias del IV Congreso Colombiano y Conferencia
Internacional de Calidad del Aire y Salud Publica (CASAP 1V). JORGE
E.PACHON (Eds) Pag. 459-464, 16/08/2013. E-Book. ISBN 978-958-8572-
90-1. http://ingenieria.lasalle.edu.ar

. Titulo: “AIR POLLUTION AND HEALTH EFFECTS ON CHILDREN.

COMPARATIVE STUDY BETWEEN LA PLATA AND BAHIA BLANCA, BUENOS
AIRES, ARGENTINA”.

Autores: Colman Lerner JE.; Morales A.; Aguilar M.; Giulani D.; Orte M;
Gutiérrez M.; Ditondo J.; Dodero V.I.; Massolo L.; Sdnchez EY.; Matamoros
N.; Porta A.

Afio: 2013

Publicacién: Libro de memorias del IV Congreso Colombiano y Conferencia
Internacional de Calidad del Aire y Salud Publica (CASAP V). JORGE


http://ingenieria.lasalle.edu.ar/

E.PACHON (Eds) Pag. 223-232,16/08/2013. E-Book. ISBN 978-958-8572-
90-1. http://ingenieria.lasalle.edu.ar

8. Titulo: “EL SINDROME METABOLICO Y SU EXPRESION FRENTE A FACTORES
AMBIENTALES”.
Autores: Gutiérrez, Maria; Carhuamaca Antezana, Luisa; Sanchez, Yanina;
Porta, Andrés; Andrinolo, Dario.
Ano: 2015
Publicaciéon: Libro de memorias del V Congreso Colombiano y Conferencia
Internacional de Calidad del Aire y Salud Publica (CASAP V). JORGE
E.PACHON (Eds) Pag. 223-232,16/08/2015. E-Book. ISBN 978-958-8572-
90-1. http://ingenieria.lasalle.edu.co

9. Titulo: “LA PELICULA LAGRIMAL Y LAS AFECCIONES QUE GENERA LA
CONTAMINACION AEREA”.
Autor: Maria de los Angeles Gutiérrez. Dario Andrinolo, Atilio Andrés
Porta (orientadores).
Afio: 2013
Publicaciéon: Libro de resumenes de las XXI Jornadas de jévenes
investigadores asociacion de universidades grupo Montevideo (AUGM).
Volumen II.
Ediciones UNNE (Eds) Pag. 919-920. ISBN 978-987-3619-00-7.

Direccion de proyectos

Titulo del proyecto: “Prevencion y promocion de la salud en una poblacion
expuesta a contaminacién aérea”

Duracion: del 04/2015 al 01/2016.

Entidad que acredita y financia: Facultad de Ciencias Exactas - UNLP.
Caracter de participacién: Directora.

Titulo del proyecto “Prevencion y promocidn de la salud. Una experiencia
en una poblacion expuesta a contaminacion aérea”

Duracién: 2016.

Entidad que acredita: Universidad Nacional de La Plata - UNLP.

Caracter de participacion: Directora.
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