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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo determinar el dafio genotéxico en poblacion expuesta a
altas concentraciones de material particulado MP 2,5 mediante ensayo de microntcleos en el
Suroeste de la ciudad de Cuenca - Ecuador. En el estudio participaron 70 donantes quienes residen
o laboran en zona Suroeste de la ciudad de Cuenca y estan expuestos a altas y bajas
concentraciones de MP 2,5. Mediante el ensayo de micronucleos y el resto de las anomalias
nucleares en células del epitelio bucal se determiné la frecuencia de estos en 1000 células. Se
realizd la estadistica descriptiva para cada grupo y el analisis de las pruebas no paramétricas
mediante la prueba t — Student utilizando el software estadistico Graphpad Prism 5. Los resultados
obtenidos mostraron dafio genotoxico asociado a la exposicidén a altas concentraciones de MP 2,5
en la zona Suroeste de la ciudad de Cuenca, lo que representa un alto riesgo de padecer
enfermedades. Se concluye que los donantes expuestos altas concentraciones de MP 2,5 muestran
un dafio genotoxico evidente. Estos resultados son de gran relevancia en la determinacién de

futuros estudios.

Palabras clave: Contaminaciéon ambiental, dafio genotdxico, ensayo de micronicleos, MP 2,5.



ABSTRACT

The present study aims to determine the damage genotoxic population exposed to high
concentrations of material in particulate PM 2,5 using micronucleus test in the southwest of the city
of Cuenca - Ecuador. The study involved 70 donors who reside or work in the area southwest of the
city of Cuenca and are exposed to high and low concentrations of PM 2,5. Using the micronucleus
test and the rest of the nuclear anomalies in buccal epithelial cells was determined the frequency of
these 1000 cells. The descriptive statistics analysis for each group and analysis of the nonparametric
tests using the test t - student using the statistical software Graphpad prism 5. The results showed
genotoxic damage associated with exposure to high concentrations of PM 2,5 in the area southwest
of the city of Cuenca, which represents a high risk of disease. In conclusion that exposed donors
high concentrations of MP 2,5 are clearly genotoxic damage. These results with highly relevant in
the determination of future studies.

Keywords: Environmental pollution, genotoxic damage, micronucleus assay, PM 2,5.



INTRODUCCION

En los ultimos afios a nivel mundial se han realizado varias investigaciones con el Unico objetivo de
disminuir la contaminacion del ambiente, sin embargo, a pesar de los resultados obtenidos la

contaminacion del aire sigue siendo un tema de importancia (EEA, 2004).

La modernizacion y el desarrollo poblacional acelerado han contribuido con el incremento del trafico
vehicular, industrias y estacion de servicio de combustibles, lo cual se ve reflejado en un aumento
de la contaminacién del aire a nivel mundial y su impacto en la salud humana principalmente con el

desarrollo del cancer se ha convertido en un tema principal de investigacion (Xing et al. 2016).

Los contaminantes del aire se clasifican en particulas en suspension entre ellas estan el polvo, los
gases, hollin, humos, entre otros; que estan constituidos por ozono, mondéxido de carbono, 6xidos
de nitrégeno y el material particulado (Valavanidis et al., 2008). Se conoce como material
particulado (MP) al conjunto de particulas suspendidas de diferentes tamafios y compaosicion
guimica ya sean solidas o liquidas que son emitidas al ambiente de entre las cuales se destacan el
polvo, el hollin del diésel, y las particulas que resultan de los procesos industriales (Arciniegas,
2012).

Cuenca es una ciudad en donde varios sectores tiene alta contaminacion del aire, debido al
incremento del parque automotor, a un gran namero de estacién de servicios y una amplia area
industrial, pero se desconoce los posibles efectos genotdxicos que pueden producir la exposicion a
los contaminantes ambientales emitidos al aire exterior sabiendo que los mismos poseen un potente
efecto genotdxico y carcinogénico y puede producir enfermedades a los humanos expuestos
(Jerves, 2016).

El ensayo de micronucleos es uno de los biomarcadores genotéxicos mas usados para detectar
dafio genotdxico, en donde se valora las anomalias nucleares formadas por un dafio producido a
nivel del ADN, cabe recalcar que es fundamental la integridad celular para mantener la salud de las
personas, ya que pequefias alteraciones en el mismo constituyen lesiones potenciales (Mendoza
et al., 2013).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente se han disefiado algunos objetivos para resolver a la
problematica planteada. El objetivo general en este estudio es determinar el dafio genotdxico en
poblacion expuesta a altas concentraciones de material particulado MP 2,5 mediante ensayo de
micronucleos en el sector Suroeste de la ciudad de Cuenca — Ecuador. Los objetivos especificos

son: Determinar la correlacion que existe entre la exposicién a altas concentraciones de material



particulado MP 2,5 y el dafio genotoxico y determinar el dafio genotdxico mediante el ensayo de
micronucleos tanto en donantes expuestos a altas concentraciones como en donantes expuestos a

bajas concentraciones de MP 2,5.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 Contaminacién ambiental

El aire estd compuesto por una mezcla de gases que permanecen alrededor del planeta dando
lugar a la atmésfera terrestre, por lo tanto, se considera esencial para la vida, el problema de la
contaminacién de aire constituye un asunto de vida o muerte para los seres vivos (Borrego et al.,

2012), por lo tanto uno de los mayores problemas que enfrenta la sociedad actual.

La contaminacion ambiental se define como la conglomeracion de diferentes sustancias presentes
en la atmédsfera en concentraciones que puede interferir en la salud, seguridad y bienestar de los
seres vivos lo cual afecta la supervivencia y la calidad de vida de los mismos (Salinas, 2012). Los
contaminantes ambientales son en su mayoria emitidos por industrias y vehiculos automotores que
utilizan diésel y gasolina como combustible (Gaviria et al., 2011), aunque también se pueden

encontrar elementos bioldégicos como bacterias, virus, polen y esporas (OMS, 2005).
1.2 Factores que afectan la concentracion de los contaminantes del aire

La concentracién de las sustancias contaminantes del aire depende de dos factores de la magnitud
de las fuentes de emisién y de la eficiencia de su dispersion; la variacion de la concentracion de los
contaminantes estan relacionadas con las condiciones meteoroldgicas, por lo tanto viento es un
elemento clave en la dispersion de las particulas en el aire por lo tanto en zonas o0 sectores en

donde existe una mayor circulacion del aire las particulas se dispersan facilmente (OMS, 2004).
1.3 Medicion de la calidad del aire

Las mediciones de la calidad del aire generalmente se reportan como concentraciones medias
diarias o anuales de las particulas por metro cubico (m?) de aire y se expresa al MP en microgramos
por metro clbico (ug/m?®) (Tabla 1). En el afio 2005 fueron publicadas las Directrices de la OMS
sobre la Calidad del Aire en las cuales se sefialas los limites de concentracion de los contaminantes
ambientales (OMS, 2005).

Tabla 1. Valores de MP fijados en las Directrices de la OMS

MP 2,5 MP 10

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

Media diaria (24 horas) 25 pg/m?® Media diaria (24 horas) 50 pg/m?®

Fuente: (OMS, 2005)
Elaborado por: Autor



La Normativa Ecuatoriana de la Calidad del Aire en el afio 2011 también establece los limites
permisibles de los contaminantes ambientales (Tabla 2) e inclusive plantea métodos vy

procedimientos para la determinacién de los mismos (MAE, 2011).

Tabla 2. Valores de MP fijados en la Normativa Ecuatoriana

MP 2,5 MP 10

Media anual 15 ug/m?® Media anual 50 pg/m?®

Media diaria (24 horas) 50 pg/m?® Media diaria (24 horas) 100 pg/m?®

Fuente: (MAE, 2011)
Elaborado por: Autor

1.4 Clasificacién de los contaminantes ambientales

Generalmente los contaminantes del aire se clasifican en material particulado (polvos, neblinas,
humos), contaminantes gaseosos (gases y vapores) y olores (OMS, 2004). No obstante, los
contaminantes ambientales se clasifican de acuerdo a la fuente de emisién de la siguiente manera
(Oyarzin, 2010):

1.4.1 Fuentes antropogénicas primarias.

Se originan por la actividad humana, combustion de fdsiles para la produccién de energia,
calefaccion doméstica, industria metalica, gases emitidos por los combustibles de vehiculos,

desgaste de los heuméticos, polvo emitido por los frenos (Oyarzin, 2010).
1.4.2 Fuentes antropogénicas secundarias.

Gases reactivos como dioxido de azufre (SOy), diéxido de nitrégeno (NO2), gases organicos
emitidos en la atmdsfera y particulas que se forman por reacciones quimicas tales como hidrdlisis,

oxidacién y reacciones fotoquimicas (Oyarzan, 2010).
1.5 Contaminacion ambiental por material particulado

La contaminacién por material particulado constituye uno de los principales problemas a nivel
mundial, ya que la exposicion a estas particulas se ha asociado con efectos adversos para la salud.
Las principales fuentes de emisién son los procesos de combustién, y las actividades industriales
(Gélvez et al ., 2012).



1.51 Composicién

El MP esta constituido por una mezcla heterogénea de compuestos quimicos y/o elementos
biol6gicos de diferente composicion, los cuales son emitidos directamente a la atmésfera o luego
de haber sufrido reacciones quimicas. Dentro de los contaminantes estan las particulas de carbono
elemental, compuestos organicos, sulfatos, nitratos y metales como arsénico (As), cadmio (Cd),
hierro (Fe), zinc (Zn), cromo (Cr), cobre (Cu), aluminio (Al), vanadio (V), plomo (Pb) (Gélvez et al.,
2012).

1.5.2 Clasificacion.
De acuerdo a su proceso de formacion las particulas se dividen en dos grupos:

v' Particulas gruesas o MP 10 son de diametro aerodinamico = 10 um, son producto de la
combustién no controlada y estan relacionas con la desintegracion mecanica de la materia
0 re suspension de particulas en el ambiente (Londofio, 2008). Son menos peligrosas y
menos téxicas porque estas particulas se quedan retenidas en las vellosidades de la cavidad

nasal o en las mucosas de la cavidad bucal (Mai Tra, 2011).

v Particulas finas o MP 2,5, son de didametro aerodinamico < 2,5 ym, son particulas acidas,
contienen hollin y otros derivados de las emisiones de los vehiculos y de las industrias
(Londofio et al., 2008). Son de mayor peligrosidad porgue son facilmente respirables,
penetran los pulmones y se depositan en la region traqueo bronquial y alveolar del tracto
respiratorio, las sustancias organicas se quedan adheridas lo que incrementa su toxicidad
(Mai Tra, 2011).

1.6 Contaminacién ambiental en la ciudad de Cuenca

La ciudad de Cuenca es la tercera ciudad del Ecuador, se encuentra ubicada al sur del pais y cuenta
con una poblacién de 505.585 habitantes (INEC, 2010). La ciudad tiene un clima templado con una
temperatura promedio de 15°C, 75% de humedad relativa y se encuentra a una altura media de

2550 metros sobre el nivel del mar (Palacios y Espinoza, 2014).

En el afio 2007 el Municipio de Cuenca, comenzd a realizar el monitoreo de contaminantes
ambientales en varios puntos de la ciudad (Figura 1) y determinaron que la principal fuente emisora
de contaminantes fue el trafico vehicular que aporta con un 85 % de las emisiones totales ademas
determinaron que en todos los puntos analizados el MP 10 se encontraba por encima de los niveles

segln la guia de la OMS con un promedio de 32, 4 a 42 ug/m?.



Cuenca es la cuarta ciudad del Ecuador con mayor indice de MP en el aire urbano esto es debido
al creciente desarrollo de la industria y del parque automotor el cual se estima un crecimiento de
10.000 vehiculos anualmente (Astudillo et al., 2015).

Segun evidencias cientificas los contaminantes ambientes producen dafios a la salud y al estar los
mismos en altas concentraciones incrementan el riesgo de mortalidad por cancer de pulmén y

enfermedades cardiovasculares (Palacios y Espinoza, 2014).

Puntos de monitoreo

EVI (Escuela Velasco
. Ibarra) EIA (Esc.lgnacio Andrade)
CUENCA \ CCA (Colegio Carlos
' MEA (Mercado el Arenal) | Arizaga)

ODO (Fac. de
Odontologia) ECC (Escuela Carlos Crespi)
CHT (Colegio Herlinda EHS (Esc.Héctor
Toral) Sempértegui)
TET (Terminal Terrestre) BCB (Cuerpo de Bomberos
MUN (Municipio de
Cuenca) LAR (Calle Larga)
EIE (Esc. Ignacio
Escanddn) VEG (Vega Muiioz)
CRB (Colegio Rafael Borja) | MAN (Machdngara)
BAL (Balzain) CEB (Cebollar)

Figura 1. Puntos de monitoreo de contaminantes ambientales en la ciudad de Cuenca
Fuente: (Palacios y Espinoza, 2014)
Elaborado por: (Palacios y Espinoza, 2014)

1.7 Contaminacién ambiental y efectos en la salud

Se ha determinado que existe una correlacion entre la contaminacion del aire y la salud humana,
mientras mayor sea el tiempo de exposicion al material particulado mayor riesgo de padecer cancer
de pulmén y enfermedades cardiovasculares, se estima que una exposicion a concentraciones de
MP 10 pg/m? por largo tiempo aumento un 8% el indice de mortalidad por cancer de pulmén en
adultos (Pope, 2006); sin embargo hay que considerar factores relacionados como son el habito de

fumar, dieta y ambiente laboral (Pavel et al., 2008).

Los vehiculos que funcionan con motores a diésel o gasolina emiten material particulado muy toxico
ya que tiene propiedades cancerigenas y puede causar enfermedades en el tracto respiratorio, a
nivel cardiovascular o reacciones alérgicas. Los efectos téxicos y cancerigenos del aire

contaminado se han asociado a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Wang et al ., 2008).

La exposicion a contaminantes ambientales ocurre por 3 vias principalmente: via inhalatoria, via
digestiva y via dérmica (Cosselman et al., 2015). La via aérea es el principal punto de acceso de

los contaminantes ambientales al organismo, por esta razon la mala calidad del aire afecta



principalmente al sistema respiratorio. Los contaminantes provocan inflamacién de las vias
respiratorias, saturan las vias responsables de la descongestion y alteran los sistemas tanto de

reparacion de tejidos como de defensa inmunolégica (Santurtdn et al., 2017)

Se ha determinado que las particulas MP 2,5 y MP 10 tienen la capacidad de producir especies
reactivas de oxigenos que generan en las células estrés oxidativo, ademas, pueden inducir
mutaciones ya que algunos contaminantes son carcin6genos humanos reconocidos (Belefio et al.,
2013).

PM or constituents

. ANS imbalance
in the circulation \

s z === M= ey
| UFP, soluble metals . SNS/ *ﬁpSNS
Organic compounds | Systemic Oxidative Stress and Inflammation I
| S ——
Celiular inflammatory response (t activated WBCs, platelets, MPO)
t Cytokine expressionfevels (1 IL-1B, IL-6, TNF-a) Vasculature
| 7 1 ET, histamine, cell microparticies, oxidized lipids; ¢ anti-oxidants | 1350CONSINCHON
Vasculature e - —l R fI e - - VE““”“” sfunclion
Vasoconstriction Neuwral-mediated ROS
Endothelial dysfunction ACUte PAESe response +BP
PM-mediated ROS t Adipoiunes t Clotting factors
8P (PAS-1_ Rewstn) Fibrinogen, CRP Blood
7 Atherosclerosis t Platelet aggregation
Actveled or Activated o
Blood e o l inarmed bve Heart
7 ¢ Platelet aggregation Ovect actions + HRV
Vasculature £ cell dyst tROS Moo M
t M'(c.o uu:;‘unr)
Metabolism  insulin resistance, dysiip spaired HOL
Blood t Coag mbosis, ¢ fibdnolysis (e. g PAK1)

Figura 2: Contaminacion ambiental efectos en la salud

Fuente: (Brook et al., 2010)
Elaborado por: (Brook et al., 2010)

1.7.1 Efectos sobre el sistema respiratorio.

Los efectos de los contaminantes en el organismo dependen de varios factores entre ellos estan la
concentracion de los contaminantes, el tiempo de exposicion, la susceptibilidad de las personas
expuestas. Los nifios y los adultos mayores son especialmente mas susceptibles a los efectos de
los contaminantes, en el caso de los niflos aun no desarrollan plenamente los mecanismos de

defensa por lo que presentan mayor dificultad de eliminacién de particulas desde las vias aéreas,

10



cabe recalcar que este grupo de personas pasan realizando actividades la mayor parte del tiempo

al aire libre (Aranguez et al., 1999).

El tamafio de las particulas esta relacionado con el dafio que producen en el organismo mientras
mas pequefias las particulas pueden penetrar directamente al interior de los pulmones; la
exposicion a estos contaminantes pueden contribuir a la disminucién de la funcién pulmonar y
pueden presentar algunos efectos como interferir con uno o mas mecanismos del aparato
respiratorio, actuar como vehiculo de sustancias toxicas absorbidas o adheridas a su superficie,

alteracion del sistema de defensa del organismo y dafios del tejido pulmonar (Khafaie et al., 2016).

Los sintomas incluyen irritacién de las vias respiratorias, disnea, rinitis alérgica y un aumento del
riesgo de bronquitis obstructiva crénica, enfisema pulmonar, asma bronquial y cancer pulmonar
(Oyarzun, 2010).

1.7.2 Efectos sobre el sistema cardiovascular.

Los mecanismos fisiopatoldégicos mediante los cuales los contaminantes ambientales producen
dafio cardiovascular todavia no estan claros, pero se estima que estan relacionados con una
enfermedad respiratoria de base; sin embargo, entre los mecanismos que pueden estar alterados

por la presencia de particulas respirables se encuentran:

a) Alteracién de los canales de calcio en las células del miocardio.

b) Contaminantes acidos producen irritacion de las vias respiratorias y provoca
broncoespasmo agudo, edema pulmonar, hipoxia e incremento de la demanda de oxigeno.

¢) Inflamacion y disfuncién endotelial lo que produce una hipercoagulabilidad sanguinea y
provoca inestabilidad de la placa aterosclerética lo que incrementa la probabilidad de
formacién de coagulos y con esto una isquemia del miocardio.

d) Alteraciones del sistema nervioso auténomo (Riojas et al., 2006).
1.7.3 Contaminantes ambientales y mutaciones.

Varios estudios epidemiolégicos explican que el desarrollo del cancer se produce por la presencia
de mutagenos en el ambiente, se ha demostrado que la frecuencia de mutaciones incrementa mas

en los lugares cercanos a industrias y zonas de alto trafico vehicular (Saiyed et al., 2001).

Las mutaciones que ocurren en el material genético de una célula, pasan a las células hijas, estas
mutaciones se acumulan y al comprometer genes se favorece la formacion de células cancerosas.
Un gen supresor tumoral es el encargado de reducir la probabilidad de que una célula se transforme

en una célula cancerigena y su funcion es inhibir la proliferacion celular excesiva; cuando existe
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una mutacion o delecién en el gen supresor se incrementa la probabilidad de que se forme un tumor,
las mutaciones acumuladas en células somaticas favorecen la aparicién del cancer (Zuluaga et al.,
2009).

1.8 Biomarcadores de genotoxicidad

Los biomarcadores de genotoxicidad son de gran utilidad para detectar enfermedades genéticas y
riesgo de cancer en humanos; el principal objetivo de la realizacion de estas pruebas es el
biomonitoreo humano para determinar si el cancer se fue inducido por el medio ambiente, es decir

las interacciones humano — genotoéxico (Pavel et al., 2008).

Estos biomarcadores evallan varias etapas comienzan con la exposicién seguido de la absorcion,
metabolismo, distribucion, interaccion con el genotoxico (dafio y reparacion del ADN), cambios

genéticos y finalmente enfermedad (Pavel et al., 2008).
1.9 Ensayo de micronucleos

Se ha encontrado que la exposicion a contaminantes ambientales causa dafio a la salud
provocando toxicidad reproductiva, afeccion de érganos, cancer y genotoxicidad (Bugar et al.,
2016). El ensayo de microndcleos en células de la mucosa bucal es un método de laboratorio
minimamente invasivo que permite estudiar el dafio del ADN, inestabilidad cromosomica, muerte

celular y el potencial regenerativo de la mucosa bucal humana (Thomas et al., 2009).
1.9.1 Fundamento ensayo de micronucleos.

Este ensayo se fundamenta en la coleccién de células bucales usando un cepillo citolégico estéril,
se genera una suspension de células individuales mediante centrifugacién las cuales son
dispersadas en un portaobjetos una vez que hayan sido fijadas y finalmente se realiza la tincion con
Giemsa que colorea el citoplasma de las células de color rosado y el nucleo de color azul que se

observa en un microscopio 6ptico (Thomas et al., 2009).

Las células normales se pueden distinguir de las consideradas anormales por la relacion nucleo-
citoplasma y la morfologia nuclear, por lo tanto, nos permite evaluar el dafio del ADN (micronucleos
y/o brotes nucleares), defectos citocinéticos (células binucleadas), potencial proliferativo (frecuencia
de células basales) y muerte celular (cromatina condensada, carriorexis, cariolisis) como se observa

en la Figura 3 (Thomas et al., 2009).

Este ensayo se realiza con muestras de células del epitelio bucal ya que presenta la ventaja de

reflejar el efecto genotéxico ocurrido en las células de la capa basal de una manera directa, y da
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una aproximacion para identificar y cuantificar el dafio micronucleogénico en tejidos humanos que

son blancos carcinégenos 6rgano-especificos que podrian desarrollar cancer (Bugar et al., 2016).

Buccal Cytome Model—2008

» Normal genome —

Basal cell

\‘ Norma|
Chromosome
breakage or loss “\‘
Apoptotic cell death
(morphogenetic Gene amplification
or induced by .
genome damage) Micronucleated

Cytokinesis
defect
% Necrotic

Cell death? Nuclear bud

Condensed \ \

chromatin

Karyorrhexis Pyknosis Karyolysis Binucleated

Figura 3. Representacion diagramatica de los varios tipos de células de la mucosa bucal

Fuente: (Thomas et al., 2009)
Elaborado por: (Thomas et al., 2009)

1.9.2 Aplicaciones ensayo de micronucleos.

Este ensayo se usa en estudios epidemiolégicos para investigar la genotoxicidad debida a diversas
patologias como son autoinmunes, por trastornos de la alimentacion, exposicién a quimioterapia,
por exposiciébn ocupacional o ambiental y anormalidades nucleares. El ensayo de micronucleos
también ha sido aplicado para conocer el efecto de determinados pesticidas y plaguicidas,
productos quimicos considerados de riesgo para los seres vivos; existen estudios tanto con ratones
como con humanos donde se demuestra el efecto potenciador de estos productos sobre el indice

de micronucleos (Zalacain et al., 2005).
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CAPITULO Il. OBJETIVOS DEL PROYECTO
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2.1 Objetivo general del proyecto.

Determinar el dafio genotéxico en poblacion expuesta a altas concentraciones de material
particulado MP 2,5 mediante ensayo de micronucleos en el sector Suroeste de la ciudad de Cuenca
— Ecuador.

2.2 Objetivos especificos del proyecto.

Determinar la correlacion que existe entre la exposicion a altas concentraciones de material

particulado MP 2,5 y el dafio genotéxico.

Determinar el dafio genotdxico mediante el ensayo de microndcleos tanto en donantes expuestos

a altas concentraciones como en donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5.

15



CAPITULO lIl. METODOS
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3.1 Tipo de estudio

El estudio es de tipo descriptivo transversal en el cual se correlaciona la exposicion a altas

concentraciones de MP 2,5 y el dafio genotéxico mediante ensayo de micronucleos.

3.2 Area de estudio

El estudio se realiz6 en la zona Suroeste de la ciudad de Cuenca en donde previamente segln un
monitoreo realizado por el Centro de Estudios Medioambientales de la Universidad de Cuenca
(CEA) se determiné los puntos de alta concentracién (Punto 11) y baja concentracién (Punto 10)
del material particulado como se ilustra en la Figura 4.

DISTRIBUCION DEL MATERIAL PARTICULADO PM2.5 DE CUENCA
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Figura 4: Distribucién de material particulado MP 2,5 en la ciudad de Cuenca — Ecuador
Fuente: Centro de Estudios Ambientales (CEA).
Elaborado por: Centro de Estudios Ambientales
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Una vez localizados los puntos exactos para los casos el estudio se realizé entre las calles José
Vinueza, Juan Pio Montufar, Francisco Ascazubi, Camino Viejo a Bafios, Manuel Quiroga, Av. de

las Américas, Anton de Sevilla y Av. Salado como se ilustra en la Figura 5.
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Figura 5. Localizacion puntos exactos estudio de casos

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
Una vez localizados los puntos exactos para los controles el estudio se realiz6 entre las calles

Alfonso Maria Mora, Dario Ordofiez, Manuel Corral Jouregui, Miguel Carrasco, Av. Primero de Mayo

como se ilustra en la Figura 6.
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Figura 6. Localizacion de puntos de estudio de controles

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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3.3 Poblacién de estudio

Para seleccionar la poblacion de estudio, a los donantes previamente se les realizé una encuesta
para determinar si los individuos cumplian con los criterios de seleccion teniendo en cuenta los

criterios de inclusion y exclusion.

La poblacién de estudio para los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5 que se
analizo, fueron 36 donantes, 18 hombres y 18 mujeres entre 21 y 54 afios, quienes previamente

firmaron el consentimiento informado.

La poblacién de estudio para los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5 que se
analizé fueron 34 donantes, 18 hombres y 16 mujeres entre 21 y 54 afios de edad, quienes

previamente firmaron el consentimiento informado.
3.3.1 Criterios de Inclusion

En el estudio se incluyeron personas de edad comprendida entre 18 y 65 afios, que permanezcan
en la zona de estudio minimo de 8 horas durante el dia y residan un tiempo minimo de 3 afios,

personas que hayan firmado el consentimiento informado.
3.3.2 Criterios de Exclusién

Se excluyen del estudio a las mujeres en estado de gestacion, personas menores de 18 afios,
personas que estén expuestas a sustancias quimicas y personas que hayan tenido o tienen algun
tipo de cancer, personas que hayan recibido tratamientos oncolégicos y personas que no hayan

firmado el consentimiento informado.
3.4 Obtencion de la muestra

A los donantes quienes cumplieron con los criterios de inclusion se les tomé una muestra de células
del epitelio bucal mediante hisopado para esto se utilizé un cepillo citolégico estéril y se realizé un
frotis suave en la carilla interna de las mejillas derecha e izquierda de cada paciente, el cepillo se
colocé en un tubo de centrifuga de 15 mL que contenia 3 mL de buffer (1,6 g de Tris-HCI, 1,2 ¢
EDTA y 37,2 g de NaCl) ajustado a un pH=7 para que se mantenga el equilibrio osmético de las
células del epitelio bucal y a cada tubo que contiene la muestra se le identificé con un cédigo que
contiene dos numeros seguidos de dos letras mayusculas SA para los donantes expuestos a altas

concentraciones de MP 2,5 y SB para los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5.
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3.5 Transporte de muestra

Una vez obtenida la muestra los tubos bien identificados se colocaron sobre una gradilla y en un
recipiente que contenia hielo, se cerré herméticamente y se mantuvo la temperatura hasta llegar al

laboratorio en donde se realiz6 el analisis.
3.6 Metodologia del ensayo de micronucleos
3.6.1 Preparaciéon de la muestra.

Para retirar el cepillo citolégico del tubo, se realizé varias agitaciones para liberar todas las células
gue probablemente se quedaron adheridas a las cerdas, una vez bien agitado se descarto el cepillo
citolégico y los tubos se taparon herméticamente y se centrifugaron a 6800 rpm por 10 minutos,
luego se descart6 el sobrenadante y se colocé 1 mL de PBS (Fosfato Disédico, fosfato de potasio

monobasico y cloruro de potasio, (SIGMA) y se realizé el mismo procedimiento 3 veces.
3.6.2 Fijacion de la muestra.

Una vez realizados los lavados el pellet obtenido se disolvié con 1 mL de fijador Saccomanno (50%

v/v etanol, 20 % v/v polietilenglicol diluido en agua) para fijar las células para su posterior analisis.

De cada muestra con fijador de Saccomano se tomé un volumen de 100 pL y se mezcld con 50 L
de DMSO (Sigma Aldrich) y 20 pL de fijador (etanol (Merck) / &cido acético glacial (Merck) en

proporcion 3:1).

De la solucién anterior con una jeringa se absorbié un volumen de 500 pL y se coloc6 sobre un
portaobjetos previamente rotulado con el codigo correspondiente, el portaobjetos se colocé sobre
un gel frio para permitir la facil dispersion de la muestra en toda la placa y finalmente se dejo secar

a temperatura ambiente.
3.6.3 Tincién de la muestra.

Una vez secas las placas con las muestras fijadas se procedié a realizar la tinciéon con la técnica
May Grunwald-Giemsa, las placas se colocaron en una cubeta de tincién con el reactivo de Giemsa
(Merck) por 5 minutos, luego se realizé un lavado de las placas con agua destilada, posteriormente
se colocaron en una cubeta con agua destilada 3 minutos, y finalmente las placas se colocaron en
una cubeta con buffer de Sorense (254 mL de fosfato monopotéasico y 246 mL de fosfato disédico)
durante 3 minutos, se dejaron secar las placas y se observaron en un microscopio 6ptico (Nikon)

con aceite de inmersion (Merck) con un lente de 100x.
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3.6.4 Conteo de células.

Este reactivo de tincion permite observar el citoplasma de las células de color rosado y el nacleo de
color azul, se realiz6 el conteo de 1000 células y se analizé la estructura celular; microndcleos,
puentes nucleoplasmicos, células binucleadas, células incompletas, brotes celulares y células
normales por placa tanto de los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5 como de

los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5.
3.6.5 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el Software Estadistico GraphPad Prism® 5, utilizando
la prueba de t-Student la cual permite analizar la diferencia significativa de los resultados entre el
grupo de donantes expuestos a altas concentraciones altas y a bajas concentraciones. Los valores
p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos con un intervalo de confianza de 95
%.

ESPACIO EN BLANCO
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Figura 7. Flujograma de ensayo de micronucleos
Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS
4.1 Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio.

En el estudio participaron 70 donantes que residen en la zona Sur de la Ciudad de Cuenca (36
donantes expuestos a altas concentraciones y 34 donantes expuestos a bajas concentraciones de
MP 2,5); el primer grupo esta conformado por 18 hombres y 18 mujeres, con una edad promedio
de 36 afios y el segundo grupo esta conformado por 18 hombres y 16 mujeres, con una edad
promedio de 35 afios. En cuanto al tiempo promedio de residencia de los participantes en la zona
de estudio es de 13,61 afios para los donantes expuestos a altas concentraciones y de 12,76 afios
para los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5. Los donantes que participaron en
el estudio presentan un bajo porcentaje de habitos de fumar y consumir bebidas alcohdlicas como
se ilustra en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas demogréaficas de la poblacidén de estudio expuesta a altas y bajas concentraciones
de MP 2,5 que residen en la zona Sur de la ciudad de Cuenca - Ecuador

Expuestos a altas Expuestos a bajas
FACTORES concentraciones de MP 2,5 concentraciones de MP 2,5  p - valor
N % N %
GENERO
Femenino 18 50 16 47,05
Masculino 18 50 18 52,95 0.8056
Total 36 100 34 100
TABACO
No fuma 26 72,22 31 91,17 0,2149
Fumador 4 11,11 1 2,94
Fumador pasivo 5 13,89 2 5,89
Exfumador 1 2,78 0 0
Total 36 100 34 100
ALCOHOL
Ingesta de alcohol 4 11,11 3 8,82 0.7498
No ingieren alcohol 32 88,89 31 91,18 ’
Total 36 100 34 100
N X+ error estandar N X +error estandar p - valor

EDAD 36 36,86 + 1,831 34 35,62 +1,62 0,6142
TIEMPO DE
RESIDENCIA 36 13,61+ 1,579 34 12,76 + 1,533 0,5500

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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4.2 Evaluacioén de los antecedentes personales de la poblacion de estudio.

Segun la Tabla 4 en el analisis de los antecedentes personales de los donantes que participaron en
el estudio, no presentan diferencias significativas con dificultad para tener hijos, problemas de
descendencia pues el valor de p es > 0,05, sin embargo, un 19,45% de los donantes que estan
expuestos a altas concentraciones de MP 2,5 si presentan problemas de fertilidad, defectos de
nacimiento, alteraciones genéticas o cancer siendo estadisticamente significativo con un valor de p
de 0,0067 (<0,05).

La exposicién a agentes quimicos es otro factor importante ya que un alto porcentaje de donantes
expuestos a altas concentraciones de MP 2,5 se encontraban expuestos al polvo (48,38%), debido
a que en el lugar en donde laboran o residen hay mucha afluencia de vehiculos y gasolineras y en
relacion con el grupo de donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 25 es
estadisticamente significativo con un valor de p de < 0,0001. También se tomé en cuenta si los
donantes previamente desempefiaron una ocupacién previa que los llevé a estar en contacto con
agentes quimicos, sin embargo, casi en su totalidad los donantes de ambos grupos que participaron
en el estudio no estuvieron expuesto a quimicos.

Tabla 4. Analisis de los antecedentes personales de la poblacién de estudio expuesta a altas y bajas
concentraciones de MP 2,5 que residen en la zona Sur de la Ciudad de Cuenca — Ecuador

Expuestos a altas Expuestos a bajas
PREGUNTAS ENCUESTA concentraciones de MP concentraciones de MP p - value
2,5 25
N % N %

1) PROBLEMAS DE FERTILIDAD, DEFECTOS DE NACIMIENTO, ALTERACIONES GENETICAS
O CANCER

S|. o familiares 7 19,45 0 0,00 0,0067
Ninguno 29 80,55 34 100

Total 36 100 34 100

2) DIFICULTAD PARA TENER HIJOS

Si 1 2,78 0 0,00 0,3277
No 35 97,22 34 100

Total 36 100 34 100

3) PROBLEMAS CON SU DESCENDENCIA

Abortos 2 5,56 0 0,00

Mu.ertes neonatales 1 2,78 0 0,00 02483
Bajo peso al nacer 1 2,78 0 0,00

Ninguna 32 88,88 34 100

Total 36 100 34 100
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4) FECHA DE LA ULTIMA VISITA MEDICA

0 - 6 meses 14 38,89 10 29,42

7 - 12 meses 5 13,89 2 5,88 0.8212
Mas de 1 afio 3 8,33 2 5,88

NS/NC 14 38,89 20 58,82

Total 36 100 34 100

5) USO DE MEDICAMENTOS EN LOS SEIS ULTIMOS MESES

Antibidticos 6 17,14 0 0,00

Analgésicos y antipiréticos 7 20,00 7 26,92

Diuréticos 4 11,43 1 3,85
Antihipertensivos 3 8,57 0 0,00

Antiacidos 1 2,86 0 0,00 0,0747
Antihistaminicos 3 8,57 3 11,54

Tratamiento de Diabetes 1 2,86 0 0,00

Psicofarmacos 1 2,86 0 0,00

Ninguno 9 25,71 15 57,69

Total 35 100 26 100

6) OCUPACION ACTUAL: EXPOSICION A CONTAMINANTES AMBIENTALES

Ruido 26 40,33 0 0,00

Polvo 30 48,38 2 100 < 0,0001
Gasolina 7 11,29 0 0,00

Total 62 100 2 100

7) OCUPACION PREVIA: EXPOSICION A AGENTES

Si 3 8,33 0 0,00 0,0853
No 33 91,67 34 100

Total 36 100 100 100

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Con respecto a las patologias que padecen los donantes la mas comun es la cefalea ya que se
presenta alrededor de un 12% en ambos grupos como se ilustra en la figura 8; por otra parte, los
donantes expuestos a altas concentraciones presentan un 10,2 % de rinitis alérgica en comparacion
con los expuestos a bajas concentraciones que da un bajo porcentaje. Por otra parte, ambos grupos
en porcentajes del 26,5% y 61,8% respectivamente, no padecen una patologia y refieren sentirse
subjetivamente bien en el momento de realizar el estudio. No obstante, fue necesario determinar la
significancia estadistica entre los grupos analizados con relacion al padecimiento de enfermedades,
en el Grafico 1, se observa que no existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

ya que se obtuvo valores de p mayores a 0,05.
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EXPUESTOS ALTAS CONCENTRACIONES MP 2,5
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Figura 8. Patologias mas frecuentes de los donantes

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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Gréfico 1. Analisis estadistico de enfermedades entre grupos de estudio

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

La administracién de farmacos también fue evaluada en el estudio (Tabla 5), siendo los analgésicos

y antipiréticos los mas utilizados por los donantes de ambos grupos con un 20% para los expuestos

a altas concentraciones y 26,92% para los expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5 pero no

presentan diferencias significativas entre los grupos analizados.
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4.3 Estudio de las alteraciones nucleares.

El presente trabajo permitio la identificacion de las diferentes alteraciones nucleares en las células
del epitelio bucal de los donantes tanto expuestos a altas concentraciones como de los expuestos
a bajas concentraciones de MP 2,5; se realizo el conteo de 1000 células por placa y se determin6
el numero de microndcleos, células binucleadas, brotes nucleares, células incompletas y puentes

nucleoplasmicos.

Los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5, presentaron diferencias
estadisticamente significativas para todas las anormalidades nucleares Grafico 2a, Grafico 2b,
Gréfico 2c (p<0,05) en comparacion con los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP
2,5, cabe recalcar que los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5 no presentaron

puentes nucleoplasmicos en las células del epitelio bucal.

El procedimiento estadistico que se utilizé para comparar las medias de los grupos analizados fue
la prueba t-Student; el valor de p de todos los pardmetros analizados es menor que 0,05; por lo
tanto, esto demuestra que las medias de los grupos son estadisticamente significativas, con un

intervalo de confianza del 95%.

Para el andlisis de los puentes nucleoplasmicos Gréfico 2e en las células del epitelio bucal no se
evidencid la presencia de los mismos en el grupo de los donantes expuestos a bajas
concentraciones de MP 2,5 por lo tanto se procedid a realizar el test de Wilcoxon obteniéndose una
media de 0,1389 y un error estandar de 0,058 (0,1389 + 0,058) con un valor de p de 0,0389 (< 0,05)
siendo este estadisticamente significativo.
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Grafico 2. Comparacion de la frecuencia de las alteraciones nucleares entre los donantes expuestos
a altas concentraciones y bajas concentraciones de MP 2,5 que residen en la zona Sur de la ciudad
de Cuenca.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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DISCUSION

A nivel mundial la contaminacion del aire por material particulado es uno de los principales
problemas que enfrenta la sociedad actual ya que la exposicién a altas concentraciones de
sustancias genotéxicas alteran el proceso de replicacion y posterior division del ADN, de tal manera
gue el material genético no se reparte equitativamente a las células hijas; cuando esto ocurre cierta
cantidad del material genético queda excluido y no se incorpora al ndcleo central de la célula, como

resultado se origina un nacleo de menor tamafio que se le conoce como micronucleo

El ensayo de micronucleos (MN) es una técnica sensible, rdpida y no invasiva que permite evaluar
el dafio del material genético en poblacidon expuesta a contaminantes ambientales (Araldi et al.,
2015); esta técnica se realiza en células epiteliales de la mucosa bucal debido a la capacidad
protectora que presentan las mismas contra potentes carcindgenos los cuales al ser metabolizados
pueden generar metabolitos reactivos y producir dafio a otros érganos (aparato respiratorio y
cardiovascular); ademas presenta una capacidad proliferativa lo que le vuelve a las células
vulnerables a lesiones producidas en el ADN, por esta razén las células del epitelio son usadas
para monitorizar los eventos genotoxicos producidos por la ingestion o inhalacion de contaminantes

ambientales (Torres et al., 2013).

Los resultados obtenidos en el estudio muestran una frecuencia significativamente alta de
microndcleos, células binucleadas, células incompletas, brotes nucleares y puentes
nucleoplasmicos en el grupo de donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5 con
respecto a los donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5. La diferencia es altamente
significativa ya que el valor de p es menor a 0,05. Esto nos indica que los donantes expuestos a
contaminantes ambientales MP 2,5 presentan dafio genotoxico evidente. Estos resultados se
adicionan a los resultados de otros estudios que confirman el potencial efecto genotéxico producido

por exposicion a altas concentraciones de MP 2,5 (Oh et al., 2011; Traversi et al., 2009).

Segun investigaciones realizadas por el Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de
Cuenca (CEA) la concentracion promedio de MP 2,5 en la zona de estudio durante un monitoreo
de 24 horas fue de 30,34 pg/m?; segun las directrices de la OMS sobre la Calidad del Aire los limites
de concentracién de MP 2,5 en 24 horas es 25 pg/m? (OMS, 2005), lo que indica que los niveles de
MP 2,5 en la zona de estudio sobrepasan la normativa establecida por la OMS. No obstante, segun
la Normativa Ecuatoriana los niveles de MP 2,5 se encuentran dentro del rango permitido 50 pg/m?
(MAE, 2011), a pesar de ello, se pudo evidenciar que a las concentraciones antes mencionadas ya

se produce dafio genotdxico en la poblacion expuesta. Los estudios son realizados en grandes
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ciudades en donde las concentraciones de MP 2,5 sobrepasan las directrices establecidas por la
OMS, en la ciudad de Suwon en Corea zona de alto trafico vehicular se determiné la actividad
genotdxica in vitro del MP 2,5 utilizando extractos organicos del aire contaminado en diferentes
concentraciones (1 pug/m® — 50 ug/m?®), en este estudio existe mayor dafio genotéxico a una
concentracion de 50 pg/cm?® con un frecuencia de 7,38 MN por cada 1000 células; lo que quiere
decir que la frecuencia de MN es dosis dependiente es decir que mientras mas alta es la
concentracion de MP 2,5 mayor frecuencia de MN (Oh Seung, 2011). En el afio 2009 (Traversi et
al., 2009) observé un dafio genotdxico marcado en un estudio in vitro producido por exposicion a
MP 2,5 en tres ciudades de Italia en donde los niveles del mismo sobrepasaron las directrices de la

OMS (46,5 ug/m?3, 34,8 ug/m®y 37,3 pg/m? respectivamente).

En los estudios previos se ha demostrado que las particulas MP 2,5 producen un incremento del
dafio genotodxico tanto in vitro como en experimentos in vivo con ratones (Abad et al., 2018; Oh et
al., 2011; Traversi et al., 2009); la importancia de este trabajo radica en que el estudio es realizado

en individuos in vivo los cuales se ven afectados.

Se debe considerar la concentracion y la composicion de los contaminantes ambientales para medir
el nivel de dafio, lo que se comprueba con otros estudios realizados en donde se evalué el dafio
genotdxico producido por diferentes tipos de contaminantes entre ellos mercurio, plomo,
hidrocarburos aromaticos policiclicos en donde la frecuencia de MN también es alta (Rosales et al.,
2013; Larrea et al., 2010; Pariona, 2010).

Estos hallazgos demuestran la presencia de biomarcadores que evallan el dafio cromosémico
como son los micronicleos (MN) y brotes nucleares (Benitez-Leite et al., 2012), otros
biomarcadores que indican defecto de citocinesis como las células binucleadas; mientras que las
células incompletas son biomarcadores de muerte celular (Tejedor, 2011); anomalias del tejido
epitelial de la mucosa bucal de donantes que residen o laboran en la zona Sur de la ciudad de

Cuenca en donde estan expuestos a altas concentraciones de MP 2,5.

Muchos estudios muestran diferencias estadisticamente significativas, entre individuos expuestos
comparados con un grupo control (no expuestos), aunque la frecuencia de micronucleos es
relativamente pequefia alrededor de 1,1 a 4,0 micronucleos por cada 1000 células (Benitez-Leite et
al., 2012). Es importante mencionar que la frecuencia de MN en el grupo control es de 1,00 £ 0,345
este resultado estéd de acuerdo con (Bonassi et al., 2011) quienes establecieron valores entre 0,74
— 1,07 y (Oliveira et al., 2017) valores de 1,03 MN en el grupo control lo que se explica como un

ocurrencia normal de MN en pacientes expuestos a bajas concentraciones de MP 2,5. Con respecto
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a la frecuencia de micronucleos y de otras anomalias nucleares en el estudio realizado se determiné
gue la frecuencia es mas alta en comparacién con otras investigaciones, (Benitez-Leite et al., 2012,
Brina et al., 2018) teniendo un promedio de 6,11 + 0,887 micron(cleos por cada 1000 células de la

mucosa bucal de los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5.
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Grupo 1: Expuestos a altas concentraciones de MP 2,5

Grafica 3. Relacion entre frecuencia de MN y tiempo de residencia de los
donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

El tiempo de residencia y la frecuencia de micronicleos en los donantes expuestos a altas
concentraciones de MP 2,5 también estan relacionadas, un gran nimero de donantes residen o
laboran en la zona de estudio alrededor de 13,61 + 1,579 afios (Tabla 4); encontrandose que los
donantes que llevan mayor tiempo viviendo en esta zona presentan mayor frecuencia de
micronucleos Gréfico 3; se puede comparar este hallazgo con un estudio realizado en pacientes
expuestos a contaminantes ambientales como el plomo en el cual determinan que la frecuencia de
microndcleos esta directamente relacionado con el tiempo de exposicion a este metal

independientemente de la concentracion del mismo en el ambiente (Pariona , 2010).

Otras investigaciones (Bonassi et al., 2011; Lazalde et al., 2017) recalcan que se debe tomar en
cuenta algunas variables como la edad, sexo, problemas de fertilidad que pueden estar asociados
con la presencia de anomalias nucleares (Tibisay M et al., 2014). No obstante, en el estudio la
muestra de ambos grupos ha sido homogénea ya que al compararlos no presenta diferencias

estadisticamente significativas. (Thomas et al., 2009) en su estudio informa que las variables edad

32



y sexo estan relacionadas con la frecuencia de microndcleos; (Bukvic, 2001) en su estudio analiza
la edad y el sexo con la frecuencia de micronucleos, determinando que existe una correlacion entre
variables, es decir, a mayor edad mayor frecuencia de anomalias nucleares; sin embargo, en el
estudio realizado no se evidencia la relacién entre la edad y numero de microndcleos en los grupos

analizados.

El grupo de donantes expuestos presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto
a patologias como cefalea, rinitis alérgica y dermatitis en relacion al grupo de donantes no
expuestos; los cuales pueden ser sintomas de exposicidbn aguda a contaminantes ambientales
(Khafaie et al., 2016).

Este trabajo nos permite afirmar que los donantes que participaron en el estudio estan expuestos a
sustancias genotoxicas las cuales pueden generar en un futuro deterioro a su salud. En este caso
los organismos de control deben tomar precauciones lo antes posible para proteger la salud de las

personas y del medio ambiente de la ciudad de Cuenca.

De acuerdo al crecimiento automovilistico evidente para disminuir la contaminacién del ambiente
se sugiere concienciar a la poblacion sobre el uso del transporte publico, medio de transporte no

motorizado y jornada de trabajo Unica.
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CONCLUSIONES

v' Se determiné el dafio genotdxico en la poblacién expuesta a MP 2,5 mediante el ensayo de
micronucleos encontrandose una mayor frecuencia de los biomarcadores de dafio celular
en la poblacion expuesta a altas concentraciones de MP 2,5 al compararlo con una
poblacion expuesta a bajas concentraciones de MP 2,5 que residen o laboran en la zona
sur de la ciudad de Cuenca - Ecuador.

v El tiempo de exposicion es un factor que se tomé en cuenta en el andlisis y se determin6
que existe una correlacion con la frecuencia de las alteraciones nucleares encontradas en
los pacientes expuestos a altas concentraciones de MP 2,5, lo que quiere decir que a mayor
tiempo de exposicion existe la probabilidad de encontrar una mayor frecuencia de
alteraciones nucleares.

v" Luego de haber culminado el presente trabajo se puede concluir que la exposicién a altas
concentraciones de material particulado MP 2,5 produce dafio genotdxico el cual esta
relacionado con el desarrollo de enfermedades respiratorias, cardiovasculares y un alto

riesgo de padecer cancer.
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