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Resumen y Abstract IX

Resumen

El aumento de la contaminacion del aire y sus efectos adversos han generado
preocupacion acerca de las politicas de regulacion y ha fomentado el desarrollo de
nuevas normas sobre calidad del aire (Coronas et al., 2009). Los compuestos téxicos
ambientales pueden ejercer varios efectos desde la irritacion hasta la muerte de células y
tejidos, sin embargo, algunos genotéxicos producen alteraciones en el material genético
0 en sus componentes asociados, lo que provoca mutaciones o interfieren con algunos
procesos de reparacion o polimerizacion involucrados en la segregacion cromosémica
(Du Four, Van Larebeke, & Janssen, 2004). El objetivo de este estudio, fue evaluar el
efecto sobre la viabilidad y el potencial genotéxico sobre las lineas celulares CHO-K1 y
Jurkat y sobre linfocitos T de sangre periférica del material particulado PM ;s obtenido de
filtros colectados de tres estaciones de monitoreo de la red de calidad del aire del Valle
de Aburra. Las pruebas realizadas, reduccion de MTT, azul de tripano, captacién de rojo
neutro, ensayo cometa, intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y aberraciones
cromosOmicas permitieron evidenciar reduccion en la viabilidad celular en las lineas
celulares CHO-K1 y Jurkat y dafio sobre el ADN de la linea celular CHO-K1, sin
embargo, no se observaron efectos significativos en el nimero de ICHs y de
aberraciones cromosémicas. Los resultados sugieren que el material PM.s tiene
potencial genotéxico y puede inducir desarrollo de cancer, tal como se ha sugerido en

otros estudios.

Palabras clave: material particulado, viabilidad celular, dafio en el ADN.



X Evaluacién de la citotoxicidad y genotoxicidad del material quimico en filtros PM2.5
de las estaciones de monitoreo de la red de calidad del aire del Valle de Aburra

Abstract

Increased air pollution and its adverse effects have raised concerns about regulatory
policies and has encouraged the development of new air quality standards (Coronas et
al., 2009). Environmental toxic compounds can have various effects from irritation to
death of cells and tissues, however, some genotoxic produce alterations in the genetic
material or associated components, causing mutations or interfere with some repair
processes or polymerization involved in chromosome segregation (Du Four, Van
Larebeke, & Janssen, 2004). The aim of this study was to evaluate the effect on the
viability and the genotoxic potential on the cell lines CHO-K1 and Jurkat and peripheral
blood of particulate matter PM T lymphocytes 2.5 obtained from filters collected three
monitoring stations network air quality Aburra Valley. Tests, reduction of MTT, trypan
blue, NRU, comet assay, sister chromatid exchange (SCE) and chromosomal aberrations
allowed evidence reduction in cell viability in cell lines CHO-K1 and Jurkat and damage to
the DNA from cell line CHO-K1, however, no significant effects were observed in the
number of SCEs and chromosomal aberrations. The results suggest that PM2.5 material
has genotoxic potential and can induce cancer development, as has been suggested in
other studies

Keywords: particulate contaminant, cell viability, DNA damage
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Introduccion

Introduccidén

El crecimiento econdémico y la globalizacién han originado beneficios a la humanidad y al
mismo tiempo han generado nuevos riesgos. La medicién de la exposicibn a numerosos
factores ambientales es compleja porque no disponemos de sistemas adecuados de
informacion y vigilancia sanitaria que permitan valorar la magnitud y gravedad de los
riesgos, asi como la relacién causal entre medio ambiente y salud (Vargas, 2005). Por lo
anterior se ha aumentado la preocupacion acerca de las politicas de regulacién y se ha
fomentado el desarrollo de nuevas normas sobre la calidad del aire (Coronas et al.,
2009).

La concentracion elevada de contaminacion por particulas finas se relaciona con
mortalidad elevada por enfermedades cardiacas, afecciones respiratorias y cancer. La
evaluacion de particulas con diametro iguales o menores a 2,5um (PM;;s) es el indicador
mas adecuado para calcular los riesgos de la contaminacion atmosférica (CORDIS,
2014). El material particulado (MP) se ha asociado con la muerte y enfermedades
cardiopulmonares en pacientes de tercera edad con condiciones respiratorias pre-
existentes (fumadores y asmaticos) (Gillespie et al.,, 2013). Numerosos estudios en
animales, muestran que la inhalacion de MP causa toxicidad inflamatoria de las vias

respiratorias (Chen et al., 2010).

El incremento en la concentracion de contaminantes atmosféricos debido principalmente
a las emisiones de la industria, altera la sensibilidad de los organismos, ocasionando
mutaciones y cancer. La contaminacion del aire incrementa el riesgo de la salud publica,
principalmente por las dificultades en la identificacién de los componentes toxicos de la
mezcla compleja que constituye el MP y el poco conocimiento de las sustancias
genotdxicas asociadas a éste (Zuluaga et al., 2009). La emision de particulas finas de los

procesos industriales a la atmdsfera, inducen dafio al ADN celular, no obstante, son muy
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limitadas las evaluaciones de la composicidn quimica, tamafio, forma de las particulas y

la toxicidad de las fuentes y zonas de estudio especificas (Jayasekher, 2009).

En la actualidad, varios componentes del MP como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), los metales y sales inorganicas, son considerados responsables de
efectos adversos en la salud ya que son carcindgenos Yy citotoxicos. A nivel mundial, se
estima que el MP causa aproximadamente el 3% de los problemas cardiopulmonares y el
5% de las muertes por cancer de pulméon (WHO, 2013), ademas, algunos de los
contaminantes atmosféricos requieren activacion metabdlica del huésped a través de
enzimas como citocromo P450 y epdxido hidrolasa, para producir especies electrofilicas
altamente reactivas capaces de causar efectos mutagénico, tumorigénico y carcinogénico

en acidos nucleicos y proteinas y (Xue & Warshawsky, 2005).

En 2013, el Centro Internacional de Investigaciones en Cancer de la OMS reconocié que
las particulas del aire contaminado estan estrechamente relacionadas con la creciente
incidencia del cancer de pulmén, de vias urinarias y vejiga. En 2012, se estim6 que en
las ciudades y zonas rurales del mundo, la contaminacién atmosférica provoca 3,7
millones de defunciones prematuras/afio debida a la exposicion a particulas de 10um o
menos de didmetro (PMio) causantes de cardiopatias, neumopatias y cancer (WHO,
2014), ademas, la evaluacion de particulas con diametro de 2,5 um o menos (PM:5s)
constituye el indicador mas adecuado para calcular los riesgos de la contaminacién
atmosférica (CORDIS, 2014).

La contaminacion por particulas representa un gran problema en centros urbanos debido
a la alta densidad de poblacién, lo que hace rugosa la superficie de las ciudades,
dificultando el movimiento del flujo atmosférico y la dispersion de los contaminantes y su
acumulacion en determinados puntos de la ciudad. El incremento de contaminantes en
zonas urbanas como el Valle de Aburrd aumenta los riesgos en salud publica por las
caracteristicas topogréficas de ser un valle semi-cerrado y estrecho en el cual se dan
fendmenos de inversion térmica, ya que durante el dia se calienta la atmdésfera cercana a
la superficie terrestre y en las noches baja la temperatura y el frio desciende por las
laderas, eleva el aire caliente y acumula contaminantes en el Valle. La inversiéon térmica,
por lo tanto, detiene el ascenso y dispersion de los contaminantes ocasionando un

problema localizado del aire (Enkerlin et al., 1997)
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En los afios 70s, los estudios realizados en el Valle de Aburrd se centraron en el
diagnéstico y evaluacion ambiental. A finales de los 90s, los estudios comenzaron a
caracterizar y clasificar como contaminantes criterio a los contaminantes perjudiciales de
la salud y bienestar de las personas, dentro de los cuales se encuentra el PM.s (EPA,
2001). Desde el 2001, el Area Metropolitana del Valle de Aburra (AMVA) ha realizado
estudios de la calidad del aire en convenio con diferentes universidades; dichos estudios
han permitido la evaluacién del control y vigilancia de fuentes fijas (2001), la formacién
de contaminantes fotoquimicos (2001), la identificacion de episodios de contaminacién
atmosférica (2002), caracterizacion de emisiones de carbon (2005), caracterizacion de
combustibles y su distribucion (2005), inventario de emisiones atmosféricas (2005) y la
evaluacion y diagnostico de diferentes contaminantes en el aire pero no se ha

determinado el efecto del MP sobre la salud.

Herrera, et al (2006 y 2007) establecieron la asociacion entre la concentracion de varios
contaminantes atmosféricos en la ciudad de Medellin y la presencia de patologias
respiratorias en nifios escolarizados. Se encontré que contaminantes como PM.s, PMyo,
hollin y plomo en el aire, aumentan el riesgo (49.3%) de sufrir infecciones respiratorias o
crisis asmaticas. El Convenio de Asociacion 243 de 2012 del AMVA realiz6 la evaluacién
y monitoreo de la calidad del aire del Valle de Aburra para determinar el comportamiento
de PMio y PM2s en diferentes estaciones y su evolucion a lo largo del tiempo. Por tal
razén, en este trabajo, se trazaron los objetivos de evaluar el efecto citotéxico y
genotdxico del MP en filtros PM.s de tres estaciones de monitoreo del Valle de Aburra
con el fin de correlacionar dicho efecto con el riesgo en salud publica y contribuir al

conocimiento de la calidad del aire en este Valle.
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1. Antecedentes

Actualmente, la contaminacion atmosférica es uno de los principales problemas que
enfrenta el hombre; 1/5 de la poblacion latinoamericana esta expuesta a este tipo de
contaminacion. La falta de planeacién urbana, el crecimiento demogréfico y el aumento
de automoviles, son algunas de las causas del aumento de los contaminantes
atmosféricos que afecta a mas de 80 millones de personas y es responsable de mas de 2

millones de casos/afio de enfermedades respiratorias en nifios (Zuluaga et al., 2009).

El hollin y los alquitranes, productos de combustion del carbon fueron los primeros
carcindgenos reconocidos (Lewtas, 2007). A principios de los 70's, la Agencia
Internacional para la Investigaciébn sobre el Cancer (IARC) realiz6 la evaluacién e
identificacion de los riesgos de los seres humanos a cancerigenos, sustancias quimicas y
mezclas complejas. Estos estudios mostraron que la presencia del MP esta asociada al

incremento del riesgo de muerte por causas cardiopulmonares en adultos (Pope, 2004).

Al ambiente atmosférico llegan diversas sustancias incluyendo genotoxicos que pueden
afectar la salud humana (Pereira et al., 2010), de ahi que la exposicidon prolongada a
altas concentraciones de MP aumente el riesgo de cancer de pulmén, enfermedades
respiratorias y arteriosclerosis, mientras que la exposicion a corto plazo puede agudizar
enfermedades respiratorias como bronquitis, asma, y el ritmo cardiaco. Se ha
demostrado que las particulas mas pequefias son mas toxicas debido a su mas alto
contenido de materia organica y mayor capacidad de generar radicales libres (de Kok et
al., 2006). Lo anterior hace que el MP se considere factor de riesgo en la salud causante

de diferentes enfermedades.

Los mecanismos biologicos de estas asociaciones son desconocidos, sin embargo
estudios toxicoldgicos in vitro han demostrado que el MP induce varios tipos de efectos
citotéxico, mutagénico, dafio en el ADN y estimulacion de la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias (de Kok et al.,, 2006), entre otros. Otros estudios relacionan la
exposicion al MP de los vehiculos con muertes prematuras (Hoek et al., 2002)
enfermedades cardiovasculares (Laden et al., 2006) y cancer de pulmén (Pope Il &
Dockery, 2006). Estudios en Rio de Janeiro también mostraron una relaciéon entre la

exposicion al MP y la mortalidad por cancer de pulmén (Junger et al.,, 2005) y
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evaluaciones de diferentes biomarcadores y células blanco sugieren que la
contaminacion del aire induce dafio en el ADN de los seres humanos (Vineis, 2005). En
Colombia, se ha reportado alta actividad mutagénica y genotdxica asociada con el MP
respirable PM.s captado cerca de una via vehicular en Pamplona, Norte de Santander
(Meléndez, Martinez, & Quijano, 2012).

Los compuestos organicos, especialmente HAPs, sulfatos, nitratos y determinados
metales ocasionan el mayor impacto en la salud (Wichmann & Peters, 2000). Algunos
estudios han sugerido que los efectos genotoxicos del MP son causados por HAPs y sus
derivados, (Novotna et al.,, 2007), de modo que la exposicion a largo plazo a estos
agentes pueden producir lesiones al higado, rifiones y al sistema nervioso central,
mientras que la exposicion a corto plazo puede generar irritacion de ojos y vias
respiratorias, dolor de cabeza, mareo, trastornos visuales, fatiga, pérdida de
coordinacion, reacciones alérgicas de la piel, nausea y trastornos de la memoria (Air
quality guidelines for Europe, 2000). Las particulas de tamafio inferior a 2.5um alcanzan
los alvéolos pulmonares por inhalacién, donde se depositan y pueden causar infecciones
o reacciones alérgicas (Stetzenbach, 2002).

Piraino et al. (2006) usando Trifolium repens como bioindicador de genotoxicidad del aire
en la provincia italiana de Novara demostré que los HAPs interactian covalentemente
con centros nucleofilicos y causan dafio en el ADN de los organismos vivos, inflamacion
pulmonar y afectan la coagulacion sanguinea (Riediker et al., 2004). Otras
investigaciones sugieren que la presencia de perdxido de hidrogeno (H202), anién
superéxido (O2) y el radical hidroxilo (OH") en el PM.s pueden generar estrés oxidativo
en el sistema respiratorio. En los niveles mas bajos de estrés, las enzimas antioxidantes
protegen el pulmoén y en niveles toxicos puede causar muerte celular tipo apoptosis y
necrosis (Li et al., 2003).

Los componentes metélicos del MP se encuentran en trazas, pero son altamente téxicos
porque poseen alto potencial para inducir estrés y dafio oxidativo (Roig et al., 2013). Su
biodisponibilidad y sus propiedades redox causan dafios oxidativos en el sistema
cardiopulmonar. Por otra parte, el hierro (Fe) y niquel (Ni) reaccionan con peréxidos,
ocasionando la produccion de radicales libres que pueden dafiar el ADN y otras

biomoléculas (Roig et al. 2013). Un reporte evidencia los efectos de PM.s sobre el
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sistema cardiovascular, asociado con cambios en marcadores inflamatorios e inmunes
por aumento de estrés oxidativo, inflamacién, deterioro de la modulacién autbnoma, la
coagulacion de la sangre y desequilibrio de linfocitos Thl/Th2 y de linfocitos Th17/T-
reguladores (Wang et al., 2013).

En otro reporte de ltalia, se asocié el aumento de particulas PMipo y PM.s con altos
ingresos hospitalarios por afecciones cardiorrespiratorias en general (Biggeri et al.,
2000). Otro estudio de Italia demostr6 que los 6xidos y sales metalicas adheridos al MP
causaron genotoxicidad y reduccién de la proliferacion de macréfagos (Poma et al.,
2006), ademas, estimulan la expresion de oncogenes de células alveolares (Timblin et
al., 2002). Otras publicaciones, resaltan que ademas del cancer pulmonar, la exposiciéon
a largo plazo a MP desencadena rapida progresion de la EPOC, enfermedad pulmonar,
estrés oxidativo pulmonar y sistémico, inflamacion, aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular, cambios adversos en la funcién cardiaca, alteraciones vasculares y dafio
en el sistema inmune (Pope Il & Dockery, 2006). Ademas, se han asociado el aumento
de morbilidad y mortalidad del infarto de miocardio, arritmia y exacerbacion de la
insuficiencia cardiaca congestiva con la contaminacion por PM, s (Laumbach, 2010).

Por otro lado, los contaminantes del aire también afectan el desarrollo y crecimiento del
feto en mujeres embarazadas (Schell et al., 2006), los metales pesados como el plomo
causan efectos adversos en mujeres en estado de lactancia y aumenta los riesgos de
aborto espontaneo, ademas es responsable de malformaciones congénitas y lesiones en
el desarrollo del sistema nervioso, deterioro en el recién nacido y alteracion de sus
capacidades cognitivas (Bellinger, 2005). Asimismo, las dioxinas presentes en la mezcla
compleja del MP se pueden transferir de la madre al feto a través de la placenta
actuando como disruptores endocrinos que afectan el crecimiento y desarrollo del

sistema nervioso central (Wang et al., 2004).

Otra investigacion realizada en Buenos Aires mostré efectos citotdxico y proinflamatorio
del MP en el sistema respiratorio, disminucion de la viabilidad celular y aumento de la
generacion de radicales libres en una linea celular de pulmén (Orona et al., 2014). En
Francia, Chakra et al. (2007) reportd6 mayor efecto genotdxico en particulas PM2s que en
PMio y mayor efecto en invierno que en el verano. Los individuos que viven en el area
metropolitana de Paris muestran mayor genotoxicidad en sectores con alto trafico. Otros

estudios epidemiologicos han demostrado asociacién de la exposicion a PM.s con la
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incidencia de asma infantil y otros informes sugieren que la misma exposiciéon puede
promover el desarrollo o exacerbacion de enfermedades alérgicas y respiratorias en
ratones normales (Zhang et al., 2015). Algunos estudios también reportan sinergia entre

la exposicion combinada a contaminantes del aire y alérgenos (Baldacci et al., 2015).

Estudios toxicolégicos sugieren que los efectos del MP estan relacionados con sus
propiedades fisicoquimicas ya que pueden ejercer respuestas celulares diferenciales
como induccion de antioxidantes, respuestas proinflamatorias y muerte celular (Akhtar et
al., 2014). De hecho, la IARC y la OMS han clasificado al MP como carcinégeno Grupo 1
basado en la generacion de tumores de pulmén después de una larga exposicion a
niveles de 10 a 30 yg/m® de PM.s (Hamra et al.,, 2014), sin embargo, no todos los
componentes de esta mezcla compleja pueden ser identificados y caracterizados, lo cual

dificulta establecer su relacién con el riesgo de la salud (Vaccari et al., 2015).

En 2013, la OMS reconocié que la contaminacién del aire es determinante de la salud en
los paises en desarrollo y junto con aspectos social y econémico, causan enfermedades
en las regiones menos favorecidas de la sociedad ya que esta exposicion esta fuera del
control de los individuos y requiere acciones de autoridades publicas a nivel nacional,

regional e internacional (WHO, 2013).

En Colombia, la normativa ambiental se expidi6 en el documento CONPES 3550 (2008)
en el que se establecen los “Lineamientos para la formulaciéon de la politica integral de
salud ambiental con énfasis en los componentes de calidad de aire, calidad de agua y
seguridad quimica”. La resolucién 610 del 2010, modifica la Resolucion 601 del 4 de abril
de 2006 y rige actualmente los limites maximos permisibles anual (25ug/m?®) y diario
(50ug/m3) sobre la calidad del aire en el territorio nacional e incluye el material

particulado PM 25 como contaminante criterio.

En el Valle de Aburra (Medellin-Colombia) se realizaron estudios sobre la calidad del aire
a través del Convenio de Asociacion No 243 de 2012 del Area Metropolitana, con el cual
se evalué y monitore6 la calidad del aire para determinar el efecto de PMio y PM2s en
diferentes estaciones y su incremento a lo largo del tiempo. Se determinaron ligeros
aumentos por encima de los limites maximos permisibles, concordante con el incremento

en el ingreso de pacientes con infecciones respiratorias a centros hospitalarios.
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El Convenio 243 del Area Metropolitana del Valle de Aburra (2012) reporté aumentos en
los limites permisibles del contaminante PM.s en la calidad del aire, establecidos en la
Resolucion 610 de 2010 del MAVDT para PMio, PM2s, ozono y diéxido de nitrégeno
(AMVA, 2013). Los resultados del 2014 en las estaciones urbanas mostraron incremento
de 27,1 yg/m3 (2013) y 32,0 yg/m?3 (2014) en la concentracion promedio anual de PM_s,
superior a la norma anual colombiana (valor permisible PM,5=25 ug/m®) (AMVA-UNAL,
2015). Por otro lado, la contaminacion intramural por el uso de combustibles y carbén en
la preparacion de alimentos, se relaciona con 1000 muertes/afio y se estima que el 42%
de los casos de EPOC coinciden con factores ambientales.

En Colombia, se estima que 1.5 billones de pesos anuales se invierten en salud publica,
mortalidad y morbilidad por contaminacién del aire, un problema mayor y costoso
(CONPES, 2005). Por ejemplo, se han reportado 6000 muertes/afio, 7400 nuevos casos
de bronquitis crénica, 13000 hospitalizaciones y 255000 emergencias atribuidas a la
contaminacién atmosférica (Larner, 2004). EIl CONPES (2008) también concluy6 que el
PM. s deterior6 la calidad del aire al superar los limites maximos permisibles anuales y
diarios en la mayoria de estaciones del pais (IDEAM, 2012). En Bogota y el Area
Metropolitana del Valle de Aburra, representan mas del 75% de la mortalidad (la mitad de
la morbilidad atribuible a la contaminacion atmosférica y la otra mitad a la morbilidad
como tal). Cada afio surgen 4,700 nuevos casos de bronquitis cronica atribuibles a la

contaminacion del aire urbano (Golub, 2012).

Por ultimo, son ampliamente evaluados los efectos in vitro del MP en ciudades europeas
y americanas, tales como la actividad mutagénica, intercambios de cromatidas hermanas
(ICH) (Hornberg et al.,, 1998), ensayo de micronucleos (Monarca et al., 1999),
aberraciones cromosomicas (Hadnagy et al., 1989), aductos de ADN (de Kok et al., 2006)
y ensayo cometa (Hsiao et al., 2000), entre otros.

La Figura 1 muestra el aumento en las concentraciones diarias promedio de PM,5 (2012

y 2014) en la estacion MED-UNFM. Algunos dias superan el valor diario.
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Figura 1-1. Comportamiento promedio diario de material particulado PM; 5. Estacion
MED-UNFM. Fuente: AMVA — UN, 2015.
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2. Marco teodrico

Los compuestos toxicos son agentes ambientales con diversos efectos adversos desde
la irritacibn hasta la muerte de células y tejidos. Estos agentes pueden ser calor,
radiaciones, toxinas, algunos alcaloides o productos sintéticos (xenobioticos). Los
agentes genotoxicos interactian directa 6 indirectamente con el ADN lo que provoca
mutaciones, interfieren en procesos de reparacién, en el inicio o polimerizacion de
proteinas o en la segregacion cromosémica (Du Four, Van Larebeke, & Janssen, 2004).
Un contaminante del aire puede contribuir a la mortalidad o enfermedad grave y
representar un peligro potencial permanente para la salud humana (Kampa & Castanas,
2008).

Las poblaciones humanas estan expuestas a un amplio rango de mezclas ambientales
complejas liberadas de fuentes industriales, del humo del cigarrillo, componentes téxicos
de alimentos asados, emisiones vehiculares, residuos de petréleo, entre otros. Debido a
la exposicion continua a estas mezclas ambientales, es imprescindible entender las
interacciones potenciales de los componentes de las mismas y el efecto que éstas
generan en la salud humana (USEPA, 1993).

Las principales fuentes fijas de contaminacién del aire en las ciudades se atribuyen a la
industria, los desechos domésticos, los agroquimicos, combustiones, entre otros, y las
fuentes moviles por vehiculos de motor de gasolina o diesel. Los contaminantes emitidos
por ambas fuentes son sustancias inorganicas como 6xidos de azufre, nitrégeno, carbono
y sustancias organicas adheridas a material particulado suspendido (MPS) constituido
por los aerosoles (Quintero et al., 2009), suspension de liquidos, sélidos, o mdltiples
fases de la materia condensada presentes en la atmdsfera con tamafio aproximado de
0,001-100um, la cual se determina por los procesos de formacién y transformaciones

fisicoguimicas que sufren en la atmésfera (Georgakopoulos et al., 2008).

El MP incluye particulas de diametro aproximado a 100 um. Las particulas entre 5y
10um provienen en su mayoria de fuentes naturales, mientras que las de 0.1 y 5um de
diametro son productos de procesos a altas temperaturas como procesos de combustion

en la industria y tréfico vehicular (Oliva, Garcia, & Cortez, 2001).

Las particulas pequefias de metales pesados e hidrocarburos que ingresan los alvéolos

humanos pueden ser altamente toxicas y cancerigenas. Dependiendo de su tamafio, se
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agruparon en subcategorias, asi las particulas totales suspendidas (TSP) con didmetros
menores a 10um se conocen como PMsg o fraccién respirable y particulas con diametros
menores a 2.5 um (PMs) llamada fraccién inhalable (Oliva et al., 2001). Los PMzs y
PMo1 al ser inhalado en los alvéolos pueden entrar en la circulacion pulmonar y
probablemente a la circulacion sistémica, causando efectos adversos en el sistema
cardiovascular (Miller et al., 2007). La principal via por la que este material contribuye a
un mayor riesgo cardiaco es el inicio y progresion aterosclerotica que puede conducir a
isquemia del corazon, el cerebro o las extremidades (Suwa et al., 2002).

Los contaminantes atmosféricos se pueden clasificar en primarios, aquellos que se
emiten de una fuente directa al ambiente mientras que los secundarios se forman en el
ambiente, a través de reacciones quimicas y fotoquimicas de los contaminantes
primarios (Arbex et al., 2004). En las areas urbanas el MP primario estd conformado
principalmente por hollin, emitido por el transporte automotor; el material de los caminos
sin asfaltar y de operaciones de molienda de piedras, de construccion y metalurgia. Otros
contaminantes primarios incluyen al diéxido de azufre (SO), 6xidos de nitrégeno (NOX) y
monoxido de carbono (CO). Por otro lado, el MP secundario se forma en la atmosfera
con particulas finas de gases, e incluye sulfatos, nitratos y carbén (EPA, 2004) otros
componentes como el ozono y los aerosoles acidos son también muy comunes en las

areas urbanas (Lippmann, 2003).

Por lo anterior, el MP resulta ser una mezcla compleja y heterogénea de elementos
guimicos y biolégicos unidos a un nucleo de carbono que difieren en su composicién
guimica, propiedades de reaccion, tiempo de desintegracion y la capacidad de difundirse
en distancias largas o cortas, ademas de los efectos que producen en salud publica
(Kampa & Castanas, 2008).

2.1 Origen y composicion del material particulado (MP)

El MP es una mezcla compleja de productos quimicos y particulas derivados de las
emisiones de diesel utilizados en el trafico vehicular. Estas particulas consisten en un
nacleo de carbono elemental con una gran superficie a la que se adhieren cientos de
productos quimicos y metales de transicion (Ji & Hershey, 2012). EI MP contiene sélidos

y liquidos que varian en numero, tamafio, forma, superficie, composicion quimica,
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solubilidad y origen. Los tamafios del MP estan dentro de un rango aerodinamico dando
relevancia a la inhalacion, la deposicién, las fuentes o la toxicidad (Pope Ill & Dockery,
2006). El PM s posee particulas ultrafinas con diametro menor a 0.1 um, tienen vida muy
corta (minutos a horas), crecen rapidamente (por coagulacién y/o condensacién) para
formar agregados mas grandes y formar parte del PM .5 (Pope Ill & Dockery, 2006), el
cual también puede contener otros productos quimicos como metales, sales, materiales
carbonosos, orgénicos volatiles, compuestos volatiles (COV), HAPs y moléculas
biologicas como endotoxinas (Billet et al., 2007).

2.2 Estaciones de monitoreo de la calidad del aire del Valle de
Aburra

La Red de Monitoreo de Calidad del Aire del Valle de Aburra (RMCAVA) esta formada
por 22 estaciones ubicadas en todo el Valle de Aburra, en donde se miden los principales
contaminantes de la atmdésfera mediante equipos automaticos, semiautomaticos y
manuales. Estos sitios de muestreo son fijos y cuenta con 8 medidores para cuantificar el
MP<2.5 um. Las estaciones de monitoreo se pueden clasificar de acuerdo a su
ubicacién el Valle, la Estacion de trafico se refiere a sitios ubicados de tal manera que
mida las emisiones del trafico cercano. La Estacién de Fondo son estaciones ubicadas
para medir la contribucién de los vientos a la carga contaminante. Por ejemplo, se
consideran estaciones de fondo, las ubicadas en un centro urbano a las afueras del Valle
de Aburrd, con la influencia indirecta del trafico, procesos de combustién debido a la
direccion del viento, o estaciones de areas rurales influenciadas por los vientos de
centros urbanos o areas industriales. Otros sitios considerados de fondo son estaciones

influenciadas por vientos arriba de la fuente evaluada (AMVA-UN, 2015).

La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos y la OMS han
identificado los contaminantes criterio por su efecto perjudicial para la salud, tales como,
dioxido de azufre, 6xidos de nitrogeno, MP, Oxido de carbono, ozono, compuestos
organicos volatiles. En la Tabla 2-1, se muestran los limites maximos permisibles para

PM 55 en el ambito nacional e internacional.
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Tabla 2-1 Limites maximos permisibles para PM;s. Fuente: (DICTUC 2009).

Pais Limite Anual Limite Diario Entrada en
(ug/m3) (Mg /m?3) vigencia
EE.UU 15 65 1997
15 35 2006
Canada 30 2010
Australia 8 25 2004
Ecuador 15 65 2003
México 15 65 2005
Pert 15 65 2001
50 2010
25 2014
OoMS 10 25 2005
Unién Europea 25 -- 2010
20 2015
Colombia 15* 65* --

25 50 2010

Actualmente, la norma que rige estos limites maximos permisibles es la Resolucion 610
de 2010 que considera el PM2s como contaminante criterio y lo reglamenta para ser
medido en el pais, ya que antes de esto, s6lo se regulaba el PMio y las PST. De la Tabla
2-1 se deduce que los limites mas estrictos en estas determinaciones son los de la OMS

y Australia.

2.3Andlisis del potencial citotoxico y genotéxico

2.3.1 Métodos de extraccion de PM ;5 de la mezcla compleja.

La evaluacion citotoxica y genotéxica de la mezcla compleja de los filtros PMas, implica
protocolos de extracciéon (Sram et al, 1999) de las particulas de PM.s; en algunos
estudios se realiza con diclorometano en equipo soxhlet, luego se concentran los
extractos en rotaevaporador al vacio. En el método, propuesto por Hamers et al. (2000)
los filtros se desecan a 45% de humedad relativa, se pesan y se almacenan a -20°C.
Otra técnica de extraccion empleada para este tipo de muestra es la asistida por
ultrasonido, la cual se fundamenta en el uso de sonidos de alta frecuencia, con el fin de
desprender el compuesto de interés. Las particulas soélidas y liquidas vibran y se aceleran

permitiendo el paso del soluto de la fase sélida al solvente (Gao & Liu, 2005).
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2.3.2 Pruebas de viabilidad celular

Los protocolos que determinan la integridad de la membrana y del citoesqueleto, el
metabolismo celular, sintesis y degradacion de moléculas, la liberacién de constituyentes
celulares o productos, la regulacion idnica y la divisién celular, se utilizan como medidas

de viabilidad e integridad celular (Reppeto, 2002).

o Azul de tripano

Esta prueba evalla la integridad de la membrana celular, dado que el azul de tripano
tiene alta afinidad por los lipidos de membrana. Cuando la célula presenta ruptura de
membrana celular el colorante ingresa y la tifie de azul (no viables), mientras que las
células viables no tifien con el colorante. Luego se realiza un conteo en el microscopio

mediante cAmara de Neubauer (UAH, 2008).
e Prueba MTT

El MTT (3- (4, 5-dimetiltiazol-2-y1) 2, 5-difenil bromuro de tetrazolio) es un ensayo
colorimétrico para la medicion de la viabilidad o citotoxicidad in vitro el cual ofrece
importantes ventajas en velocidad, simplicidad, costo y seguridad. Ademas, es un
método sensible, preciso, rapido y econdémico utilizado en muchos estudios (Wan et al.
1994). El principio de este ensayo consiste en la reducciéon del MTT a formazan por la
enzima succinato deshidrogenasa determinada por un cambio en la coloracion de
amarillo soluble a purpura insoluble. La capacidad de las células para reducir al MTT
constituye un indicador de la integridad funcional de las mitocondrias y medida de la
viabilidad celular (Jiménez, 2007). La cantidad de formazan generado es directamente

proporcional al nUmero de células viables.

¢ Ensayo de captacion de rojo neutro

Esta prueba mide la toxicidad de un compuesto a corto o largo plazo basado en la
liberacion del colorante rojo neutro, por pérdida en la viabilidad celular. Este ensayo
considera que un compuesto es citotoxico independientemente de su mecanismo de
accion si interfiere con el proceso de division celular, lo cual se refleja en la inhibicion del
crecimiento celular o en el numero de células presentes en el cultivo relacionado con la

concentracion del compuesto que se evalta (indice de toxicidad). El rojo neutro es
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captado y guardado por los lisosomas y endosomas (células viables) y en la medida en
gue la célula pierda la viabilidad por la accién del compuesto que se evalla, se libera al

medio el colorante (células no viables) (Reinecke & Helling, 2002).

2.3.3 Pruebas de genotoxicidad

Con las pruebas de genotoxicidad se evalla el dafio a nivel del genoma (cromosomas,
cromatidas o la estructura del ADN) u otros cambios epigenéticos en los organismos
desde la diferenciacion en la expresién génica sin mutaciones del material genético

relacionadas con el cambio.

e Aberraciones cromosémicas

Las aberraciones cromosdmicas (AC) abarcan un amplio espectro de cambios en el ADN
como consecuencia de la exposiciobn humana a la radiacién ionizante y otros agentes
genotéxicos. En estudios epidemioldgicos, se ha demostrado que las personas con
frecuencias elevadas de AC en linfocitos de sangre periférica tienen un riesgo
significativamente elevado de desarrollar cancer (Obe et al., 2002), esto es debido a que
la mayoria de las mutaciones espontdneas o inducidas en aberraciones cromosomicas
especificas estan relacionadas con exposicibn a agentes cancerigenos (Bailey &
Bedford., 2006).

Las AC pueden ser estructurales o numéricas. Las roturas cromosoOmicas o
entrecruzamiento  desigual generan cromosomas en anillo, duplicaciones,
translocaciones, inserciones e inversiones. Estos reordenamientos estructurales afectan
el contenido y la forma de uno o0 mas cromosomas alterando la distribucion de los genes
dentro del genoma, ademas, pueden alterar el ciclo celular y producir procesos
neoplésicos (Moore & Best, 2001). Los mecanismos que inducen AC incluyen inhibidores
de la sintesis de desoxirribonucleotidos, desnaturalizacion o degradacion de ADN,
produccion de ADN labil por incorporacion quimica de precursores (HAC, intercalantes,
pirimidinas halogenadas, hidrazida de &cido maleico, hidroxilamina) y eliminacién de

metales unidos al ADN (cianuro de potasio, 8-hidroxiquinolina) (Natarajan, 2002).
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e Ensayo cometa

El ensayo cometa permite medir las roturas de ADN de cadena sencilla y doble cadena
gue ocasiona un determinado compuesto (Zuafiga, 2009), luego de eliminar proteinas,
péptidos y carbohidratos de las células tratadas (Speit, Vasquez, & Hartmann, 2009). Las
células evaluadas son embebidas en agarosa en una ldmina portaobjetos, lisadas con
detergente, tratadas con sales y sometidas a electroforesis. EI ADN con quiebres se
extiende hacia el anodo, formando la “cola” del cometa mientras que el ADN intacto se
mantiene en la “cabeza”, los cuales se hacen visibles en un microscopio de fluorescencia
después de tincion del ADN con un fluorocromo (Azqueta et al., 2011). El dafio causado
en el material genético, generalmente es reparado enziméaticamente, pero el dafio no
reparado, se acumula y con el tiempo puede afectar mecanismos de control del ciclo

celular, comunicacion citoplasma-mitocondria, expresién génica, entre otros.

e Intercambio de cromatidas hermanas (ICH)

Inicialmente, los ICHs fueron descritos por Taylor (1957), pero Zakharov y Egolina (1972)
encontraron que las células animales en cultivo podian duplicar dos veces su ADN, en
presencia de 5-bromodeoxiuridina (BrdU), luego se sometia a tincién con Giemsa y se
diferenciaban las cromatidas, una tefiida de color claro y la otra de color oscuro, de ahi
gue la coloracion diferencial permite visualizar los ICHs (Orta et al., 2008). Murty et al
(1977) demostraron que la prueba de ICH era lo suficientemente sensible para evaluar el
efecto mutagénico y/o carcinogénico de un compuesto (Valenciano, 1995). Desde 1971,
las técnicas de bandeo cromosOmico enriquecieron la técnica citogenética convencional,
ya que permiten detectar pequefias alteraciones estructurales no visualizadas con la
tincion clasica. Algunos trabajos sobre diferentes tipos de alteraciones estructurales, por
exceso (duplicaciones) o por defecto (delecciones), son referidas a uno o varios
cromosomas, incluyendo las producidas de novo y derivadas de alteraciones

balanceadas de origen parental (Martinez-Fernandez et al. 2011).

Por lo anterior, el ensayo de nimero de ICH es un biomarcador para determinar el efecto
de exposiciones de las células a agentes genotdxicos. Asi la determinacion del efecto
genotdxico se obtiene contabilizando los ICHs observados en metafases de segundo
ciclo (Ben Salah et al., 2011).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el potencial citotdxico y genotoxico de la contaminacién atmosférica en el
Valle de Aburra en las lineas celulares CHO-K1 y Jurkat y su correlacion con el riesgo en

salud publica.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Evaluar los efectos citotéxico y genotdxico del material quimico contenido en los
filtros PM .5 de las estaciones de monitoreo de la Red de Calidad de Aire del Valle de
Aburra.

3.2.2 Correlacionar los resultados obtenidos con los potenciales riesgos en salud publica.

3.2.3 Formular un protocolo de Salud Ambiental para evaluar el impacto de la
genotoxicidad y citotoxicidad del componente quimico presente en filtros PM.s
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4. Metodologia

4.1 Sitios de estudio

Para la recoleccién de las muestras se utilizaron equipos de muestreo de aire BGI PQ200

semiautomatico y Partisol Plus 2025 los cuales captan el MP con un separador de PM;s

con filtros de teflon de 47mm de diametro y tamafio de poro de 0.2 ym expuestos durante

24 horas. Los tres puntos de muestreo de la Red de Monitoreo de Calidad del Aire del

Valle de Aburra evaluados fueron:

Estacién 1. MED-UNFM (Facultad de Minas, Universidad Nacional de Colombia
Sede Medellin). Punto estratégico por su cercania a la Carrera 80, una de las vias
de mayor flujo vehicular de la ciudad y salida hacia los municipios del Occidente
Antioguefio y la Costa Atlantica, sitio de gran afluencia de personas a las labores
académicas en esta Sede de la Universidad. Ademas, es una zona residencial y
en general, multiples actividades se desarrollan en este sector. De la Estacién 1,
se analizaron 3 filtros de mayo a octubre de 2015.

Estacion 2: MED-PJIC (Politécnico Jaime Isaza Cadavid). Sitio cuyo propésito es
hacer seguimiento en areas de influencia directa del trafico vehicular. De la
Estacién 2, se analizaron 5 filtros de mayo a octubre de 2015.

Estacion 3: BAR-PDLA (Parque de las Aguas, municipio de Barbosa (Antioquia))
evaluado como control de referencia, es una estacion de fondo cuyo objetivo es
determinar los niveles de contaminantes que ingresan al Valle de Aburra. De la

Estacién 3, se analizaron 3 filtros de mayo a octubre de 2015.

En la Figura 4-1 se muestran la ubicacion de las estaciones de monitoreo MED-UNFM,

MED-PJIC y BAR-PDLA que se tuvieron en cuenta para este estudio.
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Figura 4-1 Ubicacion geografica de las estaciones de la Red de Calidad de Aire del Valle
de Aburra que monitorean PM 25. Fuente: Tomada de Google Earth, 2015.

4.2 Obtencion de PM 25de los filtros

4.2.1 Extraccion mediante equipo Soxhlet

El protocolo evaluado fue el reportado por Meléndez et al. (2012). Para la extraccion
Soxhlet, los solventes empleados fueron acetona y diclorometano (160 a 170 mL (1:1))
por 4 horas en dedales de celulosa. Luego, el extracto se rotaevaporé hasta
aproximadamente 2mL, a 30°C y 150 rpm; se diluyé en DMSO puro y se mantuvo en

refrigeracion a 4°C en oscuridad hasta su posterior andlisis.

4.2.2 Extraccion por ultrasonido

La metodologia fue la reportada por Sato et al. (1995) con modificaciones. Brevemente,
por cada mg de filtro se us6 1mL de diclorometano, se someti6 a ultrasonido por media
hora y luego se filtr6. Luego, cada filtro en un volumen de solvente equivalente se sonico
media hora mas, se rotaevapor6 hasta 2 mL aproximadamente y se sometié a sequedad.
El extracto obtenido se diluy6 en DMSO puro y se guardé en refrigeracion y oscuridad

hasta su posterior analisis.
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4.3 Tratamientos con PMa2s

A partir de los extractos disueltos en DMSO puro, se obtuvieron por dilucién las
soluciones stock en DMSO al 10%, de las cuales se diluyeron en PBS para obtener las
soluciones de trabajo. Las concentraciones evaluadas en las pruebas de MTT vy
captacion de rojo neutro fueron: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 y 100 ug/mL y en las
pruebas de Azul de Tripano y genotoxicas se estudiaron las concentraciones de 10, 30 y
50 pg/mL.

4.4 Cultivos celulares

En las pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad (ensayo cometa) se emplearon las lineas
celulares CHO-K1 (ATCC® CCL-61™) derivada de ovario de hamster Chino, crece
adherida al sustrato (Ahn & Antoniewicz, 2013) y la linea celular Jurkat (ATCC® TIB-
152™) de origen leucemoide, establecida de células de sangre periférica de un nifio de
14 afios con leucemia aguda, crecen en suspension, adoptan morfologia de linfoblasto y
forman racimos (Cai et al., 2010). Las lineas celulares fueron mantenidas en medio
RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 5% de suero bovino fetal (SBF, Gibco), en
atmosfera humeda con CO; al 5% e incubadas a 37°C. En los experimentos realizados

se utilizaron cultivos en fase exponencial, con confluencia mayor al 80%.

4.5 Pruebas de viabilidad

Los experimentos para evaluar la viabilidad se realizaron por triplicado y a cada
tratamiento se le realizé tres réplicas. Los controles empleados fueron negativo (células
no tratadas), solvente (DMSO 10%) y positivo (DMSO puro).

4.2.1. Prueba MTT

Esta prueba se realiz6 usando el protocolo de Ulukaya et al. (2008) con algunas
modificaciones. La prueba MTT se evalué en platos de 96, en cada pozo se adicionaron
6x102 células Jurkat o 7x103células CHO-K1 en medio RPMI-1640 suplementado con 5%
de SBF a 37°C y CO; al 5%. Después de 20 horas, se trataron las células y se incubaron

en las mismas condiciones descritas durante 20 horas. Luego, se adicioné a cada uno de
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los pozos 10 pl de la solucién de MTT (5mg/ml), se incubaron por 3, 5 horas en oscuridad
y se les adicion6 100 pl de isopropanol-acido a cada pozo para diluir los cristales de
formazan formados, se agité vigorosamente y finalmente se leyé el en lector de ELISA a
570 nm.

El porcentaje de viabilidad se determiné a partir de la siguiente ecuacion:

YViabilidad Absorbancia del tratamiento 100 ( o 1)
= *
oviabiiaa Absorbancia del control no tratado ecuacton

4.2.2. Prueba de Azul de Tripano

En este ensayo se sembraron 80.000 células/pozo en platos de 24 (CHO-K1 y Jurkat) se
incubaron durante 24 horas, luego las células fueron tratadas por 24 horas. La
suspension celular fue incubada con azul de tripano (0.04%) y contadas en camara de

Neubauer. La viabilidad celular se determiné a partir de la ecuacion 2:

nuamero de células vivas

%Viabilidad = 100

*
namero de células totales

4.2.3. Ensayo de captacion de rojo neutro

El protocolo que se sigue es el propuesto por Reppeto et al., (2008) con algunas
modificaciones. Este ensayo se llevdo a cabo en platos de 96, en cada pozo, se
sembraron 6000 a 7000 células de la linea CHO-K1 y se incubaron por 24 horas, se
trataron con 10 ul de extracto del filtro durante 24 horas. Posteriormente, se retird el
medio de cultivo, se lavd cada pozo con PBS o medio y se adicion6 50 ul de rojo neutro
(0,12 mg/mL) y se incub6 por 1,5 horas. Luego, se retiré el rojo neutro, se lavé con medio
y se agreg6 100 ul de etanol (50%)-acido acético (0,1%) por 10 minutos. Finalmente se

ley6 en lector de Elisa a 540nm. La viabilidad se determiné con la ecuacion (1).
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4.3. Pruebas de genotoxicidad

Las pruebas de aberraciones cromosomicas e ICHs se realizaron por triplicado en
linfocitos de sangre periférica de una mujer con las siguientes caracteristicas: 29 afios de
edad, no fumadora, no bebedora. Los cultivos de sangre se realizaron en medio RPMI-
1640, suplementado con 5% de SFB, antibidtico al 1%, fitohemaglutinina (PHA) y BrdU
(Img/ml) y se incubaron por 54 horas a 37°C. Los tratamientos por 24 horas fueron 10,
30 y 50 yg/mL. Una hora antes de la cosecha, se adicioné 100ul de Colcemid (1%).
Luego con el protocolo estandar citogenético, se obtuvieron extendidos cromosémicos
gue posteriormente fueron tefiidos y analizados. Los controles realizados fueron cultivo
de sangre no tratada, control solvente (DMSO al 10%) y control positivo con Mitomicina C
(5ug/mL).

4.3.1. Aberraciones cromosdémicas.

Los extendidos cromosOmicos obtenidos, se sometieron a tincibn homogénea con
Giemsa (5%) por 2 minutos, luego se realizo el analisis de aberraciones cromosomicas al
microscopio en aumento de 100X. Se identificaron 30 células metafésicas de buena
calidad, dotacién cromos6mica completa y buena separacion entre los cromosomas y se
clasificaron los daflos cromosomicos asi: quiebres cromatidicos (B), quiebres
cromosomicos (BC), fragmentos acéntricos (BB), cromosomas dicéntricos (DC),
cromosomas en anillo (R) y figuras multirradiadas (MR). Ademas, se calcul6 el indice

mitético en una poblacion de 1000 células de la siguiente manera:

_ (N° Mitosis)
~ (N°nucleos interfasicos + N de mitosis)

IM * 100 (ecuacion 3)

4.3.2. Intercambio de cromatidas hermanas (ICH)

Los extendidos cromosémicos obtenidos después de exposicion a 54 horas de 5-
bromodeoxiuridina (BrdU) fueron tefiidos con tincion diferencial de la siguiente manera:
las placas goteadas se sumergieron en solucion bis-BENZIDIMIDE (0.05mg/mL)(Hoechst
33258) durante 10 minutos. Luego las placas se lavan con agua destilada en dos pasos

sucesivos y se secan suavemente, hasta remover el agua. A cada lamina en posicion
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horizontal, se le agrega 0.3 mL de solucién 2xSSC y se coloca un cubreobjetos y se
expone a una lampara Sylvania capsylite 75w, 120w PAR 30, a una distancia de 30 cm
méas o menos a 60°C por 20 minutos. Finalmente se tifie con Giemsa (5%) durante 2
minutos. Se analizan 30 metafases en microscopio a 100X y se cuenta el nimero de ICH

en cada célula por cada tratamiento.

4.3.3. Electroforesis alcalina en gel de células individuales

(Ensayo Cometa)

El protocolo usado fue el reportado por Singh, et al (1988). En este ensayo se tomaron
1x10° células CHO_K1 en 2250 pl de medio y se trataron 24 horas con el componente
guimico de los filtros PM.s. Luego, se analizé el porcentaje de dafio en el DNA y se
compararon con el control no tratado, ademas, se hicieron controles de DMSO (0.03%) y
positivo con peréxido de hidrogeno (25 pM).

Después del tratamiento, las suspensiones celulares se centrifugaron a 2400 rpm durante
5 minutos, se retird el sobrenadante y las células se mezclaron con 90 ul de agarosa de
bajo punto de fusion (LMA 0,05%, SIGMA) y fueron depositabas en portaobjetos pre-
tratados con agarosa de punto de fusion normal (NMA 0.5%, SIGMA). Se dejaron
solidificar a 4° C durante 8 minutos. Posteriormente, las placas fueron sumergidas en
buffer de lisis (sarcosinato de Na 1%, NaCl 2.5M; Na,-EDTA 100 mM, tris 10mM; pH 10 y
triton X-100, 1%). Las placas se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos en
una camara de electroforesis con buffer de corrido (NaOH 300mM, EDTA 1mM) y luego
se corrieron las muestras a 25V y 300 mA durante 30 minutos a pH de 13. Después de la
electroforesis, las placas fueron lavadas con buffer neutralizante (tris 0,4 M pH 7,5) por
15 minutos. Posteriormente, las laminas se deshidrataron con metanol y se guardaron
durante un dia para ser tefiidas con Bromuro de Etidio (2ug/mL). Por ultimo, se
observaron en un microscopio de fluorescencia (ZEISS) con objetivo de 20X. Se
analizaron al azar 50 nucleoides por placa y con ayuda del programa CASP se midi6 el
porcentaje de dafio en la cola de los cometas formados en las células con los
tratamientos. Todos los pasos fueron realizados en la oscuridad desde la exposicion al

buffer de lisis, para prevenir dafio adicional al ADN.
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4.4. Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media * error estandar. El andlisis de significancia
estadistica se realizé con andlisis de varianza ANOVA, el error estandar se representa
con p<0.001 para el andlisis de comparacién multiple mediante prueba de Tukey, los

resultados se compararon con el control no tratado en todas las pruebas.

4.5. Formulacion del protocolo de salud ambiental

Los resultados obtenidos en las pruebas anteriores y la revision bibliografica sobre los
riesgos de Salud Publica asociados a la contaminacién atmosférica, permitio la
formulacion de un protocolo de salud ambiental que enmarca las pruebas de
genotoxicidad y viabilidad de la mezcla compleja de los filtros PM.s de la Red de
Monitoreo de Calidad de Aire del Valle de Aburrda, siguiendo las directrices propuestas
por el Ministerio de Salud y Proteccién Social, con base en el “Protocolo para la vigilancia
sanitaria y ambiental de los efectos en salud relacionados con la contaminacion del aire

en Colombia” publicado por dicha organizacién en 2012.






Resultados y discusion 27

5. Resultados y discusién
5.1. Prueba MTT

En este ensayo, se mostré disminucion en la viabilidad celular para las tres estaciones de
monitoreo analizadas. La estacibn MED-UNFM mostré mayor disminucion (50%) en la
viabilidad con la concentracion mas alta (100ug/m). Los datos que no siguen la tendencia
de la linea recta, podrian explicarse teniendo en cuenta que las muestras analizadas son
mezclas complejas, por tal razén, algunos compuestos pueden presentar sinergismo o
antagonismo con otras moléculas. Ademas, los puntos de las estaciones de trafico MED-
UNFM y MED-PJIC se presentan mas alejados de la linea de tendencia, reflejando

posiblemente mayor heterogeneidad en los componentes de la mezcla.
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Figura 5-1 Porcentaje de viabilidad mediante MTT en (A) células CHO-K1 (B) células
Jurkat tratadas con diferentes concentraciones de extractos de filtros PM2s obtenidos de
tres estaciones de monitoreo en el Valle Aburra.
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La disminucién en el porcentaje de viabilidad celular se observé en ambas lineas
celulares CHO-K1 y Jurkat, sin embargo, el efecto fue mas variable en la linea celular
Jurkat. En ambas lineas celulares, el efecto de la mezcla obtenida de la estacion BAR-
PDLA fue el mas homogéneo. El andlisis estadistico mostré diferencia altamente
significativa (p<0.001) con los tratamientos a 60ug/mL. Estos resultados estan de
acuerdo con los estudios realizados por Orona et al (2014) quienes reportaron cambios
en la viabilidad celular en la linea celular de pulmdén en concentraciones mayores a
50ug/mL.

5.2. Prueba Azul de Tripano

A partir de los resultados obtenidos en la prueba MTT, se seleccionaron tres
concentraciones intermedias para ser evaluadas con Azul de Tripano. Los resultados
observados en las lineas celulares CHO-K1 y Jurkat tratadas con el extracto de los filtros
de la estacion MED-UNFM, mostraron menor viabilidad celular a la concentracion
30ug/mL, lo cual no es significativo comparado con el control no tratado (96,9% linea
CHO-K1 y 94,89%, células Jurkat).

Los resultados de la Figura 5-2 (B) de la estacion MED-PJIC muestra que el extracto de
los filtros no afecta la viabilidad de las células CHO-K1 mientras que las células Jurkat
muestra disminucion en el porcentaje de viabilidad celular a 55% con la concentracion
50ug/mL. El extracto de los filtros recolectados en esta estacion, exhibieron mayor dafio
en la linea celular leucemoide, lo cual podria estar relacionado con la susceptibilidad de
la linea tumoral que presentan los individuos con céancer frente al MP reportado en los
estudios de De Kok et al (2006) y Pope 11l & Dockery (2006).

Los resultados de la estacion BAR-PDLA Figura 5-2 (C) mostraron viabilidades mas
bajas comparadas con las otras dos estaciones. Nuevamente, se observé menor efecto
sobre la viabilidad con la concentracion 50ug/mL en la linea celular Jurkat y mayor efecto
en la linea CHO-K1 comparados con los controles no tratados (94% y 98% de viabilidad

para CHO-K1 y Jurkat, respectivamente).
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Figura 5-2 Viabilidad por Azul de Tripano de células CHO-K1 y Jurkat tratadas con
diferentes concentraciones de extractos de filtros PM 2.5 obtenidos de (A) Estacion MED-
UNFM (B) Estacion MED-PJIC (C) Estacion BAR-PDLA
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5.3. Prueba de captacion de rojo neutro

En la Figura 5-3 se muestran los resultados de captacion de rojo neutro sobre la linea
celular CHO-K1 tratadas con los extractos de las estaciones MED-UNFM y MED-PJIC
similar a lo observado en la prueba MTT. Los picos que se alejan de la tendencia se
podrian explicar a partir de la heterogeneidad de la mezcla compleja para estaciones de
trafico. En la estacion BAR-PDLA, el efecto fue diferente a lo reportado en las otras
pruebas de viabilidad celular ya que se observa un efecto inverso, al aumentar la
concentracion del material particulado, se incrementa la viabilidad celular. Es probable
gue la composicion de la mezcla para esta estacion genere una pérdida de viabilidad
celular a bajas concentraciones y que este dafio disminuya a medida que aumenta la
concentracion. El analisis estadistico mostro alta significancia con las concentraciones de
80, 90 y 100ug/mL.
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Figura 5-3 Viabilidad por captacion de rojo neutro en CHO-K1 tratadas con extractos de
filtros PM2.5 muestreados en las estaciones MED-UNFM, MED-PIJC y BAR-PDLA ene |
Valle de Aburra.
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5.4. Electroforesis alcalina en gel de células
individuales

La Figura 5-4 muestra el porcentaje de dafio en el ADN en células CHO-K1 tratadas con
MP de filtros evaluados en las tres estaciones de monitoreo. Los datos de las estaciones
de trafico son similares entre si, mientras que los resultados de la estaciéon de fondo
(BAR-PDLA) son contrarios a las otras dos estaciones. En las estaciones de trafico se
observa mayor dafio en el ADN para la concentracién de 30 ug/mL, mientras que para la
estacion BAR-PDLA se muestra un efecto dosis respuesta, es decir, a medida que
aumenta la concentracion, se incrementa el dafio en el ADN, sin embargo, ese valor no
se acerca a los puntos criticos que se reportaron en las estaciones de trafico. Los datos
del ensayo cometa obtenidos linea celular CHO-K1 tratados con PM.s son similares a los
reportados por Vargas et al (2014) en linfocitos de sangre periférica.

Todos los datos mostraron diferencia significativa respecto al control no tratado (% de
dafio en el ADN <10%). De lo anterior, se puede sugerir que el material particulado de las
estaciones de monitoreo MED-UNFM y MED-PJIC tienen efecto genotdxico agudo, que

podria acumularse en el tiempo, pudiendo generar dafios a nivel de genoma total.

70

20

—

¥ 60

o)

S

2 50

©

=z

5 40 —e— MED-UNFM
5 —e— MED-PIIC
e 30

i BAR-PDLA
()

X

10
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (pg/mL)

Figura 5-4 Porcentaje de dafio en ADN obtenido por ensayo cometa en células CHO-K1
tratadas con PM. s de los filtros de tres estaciones del Valle de Aburra.
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5.5. Intercambio de cromatidas hermanas (ICH)

El conteo del numero de ICH en linfocitos de sangre periférica humana, no mostro
resultados significativos que evidenciaran dafio genotoxico sobre el genoma total de las
células. En este ensayo, la estacién control mostré un nimero promedio de ICH=8, por lo
cual, los resultados del menor valor ICH=5 en la Figura 5-5 con las células tratadas con
50 pug/mL del MP se encontr6 en la estacion MED-UNFM.
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Figura 5-5 Numero de ICH en linfocitos de sangre periférica tratadas con PM; s de filtros
de tres estaciones del Valle de Aburra.

Es posible que una persona que esté expuesta al MP de las estaciones de alto flujo
vehicular presenten alteraciones en su sistema de reparacién de ADN, para ello es
necesario tener una poblacion de muestra mas amplia y que se comparen sus resultados

con los de este ensayo.

5.6 Aberraciones cromosoémicas

En esta prueba no se evidenciaron dafios cromosémicos. Sin embargo, se determiné el
indice mitotico de los tratamientos para obtener una estimacion preliminar del efecto del
MP sobre la proliferacion celular. De los datos obtenidos, se observa que el valor de 9%
de la estacion BAR-PDLA es un indice mitdtico mayor (2%) del control no tratado. El
resultado de esta estacion podria explicarse teniendo en cuenta su condicion rural la cual
podria inducir la proliferacion de linfocitos por la presencia de alérgenos de origen natural

tales como polen, etc.
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Figura 5-6 indice mitético en linfocitos de sangre periférica tratadas con PM2.5 de filtros
de tres estaciones del Valle de Aburra.

5.7. Propuesta protocolo de salud ambiental

Estudios previos, han mostrado evidencia de la relacién del material particulado PM:s
con posibles riesgos en salud publica. De los resultados obtenidos en este estudio, es

posible proponer un protocolo de salud ambiental, resumido asi:
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Propuesta Salud Ambiental
]
| ]
Localizacion y Estaciones con Extraccidn con
. .. eventos de ultrasonido en
tratamiento quimico contaminacion diclorometano
]
] ]
Riesgo en salud Pruebas de Pruebas de
L. viabilidad potencial
pUbllca celular genotoxico

Azul de Tripano
MTT
Rojo neutro

Ensayo cometa
ICH

Figura 5-7. Propuesta de protocolo de salud ambiental para monitoreo de contaminacion
de PMzs.

1. Localizacion y muestreo del material particulado: El sitio de muestreo de cada

estacion es importante para la evaluacion, por tal razén es importante clasificar su
funcionalidad, por ejemplo, si es una estacion de trafico, de fondo, urbana o
suburbana, lo cual permitird correlacionar los posibles contaminantes presentes
en la mezcla compleja y sugerir los posibles manejos. Ademas, es importante
considerar tener consideraciones climaticas y meteorolégicas del dia de
muestreo.

Tratamiento quimico de los filtros: los procedimientos de extraccion realizados
en este trabajo, sugieren que el mas eficiente, amigable con el medio ambiente y
mas seguro, es el ultrasonido, el cual evita que los compuestos extraidos no se
sometan a altas temperaturas, que puedan alterar la composicion de la mezcla.
Se sugiere como solvente de extraccion acetona o diclorometano, aunque se
pueden usar proporciones 1:1 de ambos solventes como lo sugiere Meléndez et
al. (2012) filtracion, rotaevaporacion a 160rpm y 25°C, desecacion por una noche,
y dilucién en DMSO puro.

Evaluacion citotoxica: la evaluacion citotoxica se puede realizar mediante

ensayo de Azul de Tripano 6 MTT Yy finalmente con hemdlisis y rojo neutro.
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4. Evaluacion genotéxica: las pruebas de aberraciones cromosémicas, ensayo
cometa estiman dafios directos sobre las cadenas del ADN y la prueba de ICH
pueden estimar dafios totales sobre el genoma. Es necesario evaluar el efecto
gue pueda ocasionar el material particulado en el ADN, porque este tipo de dafios
son los que ocasionan diferentes tipos de cancer y lesiones mas agudas a lo largo
del tiempo, que incluso podrian afectar a las generaciones posteriores.

5. Estrategias preventivas y terapéuticas: se deben realizar campafas educativas
y pedagdgicas que generen conciencia en la poblacion acerca de la calidad del
aire. Es importante informar a las autoridades ambientales y a los diferentes
Ministerios, y promover campafas en pro del ambiente que contribuyan a
mantener una atmosfera limpia. Una estrategia adecuada seria evaluar de
manera permanente la calidad de los combustibles utilizados y determinar los
limites maximos de emisién permisibles y velar por la calidad de vida de la

poblacién de manera permanente.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.3. Conclusiones

>

Las pruebas de viabilidad realizadas evidencian puntos criticos en la
sobrevivencia de células CHO-K1 y Jurkat tratadas con PM.s obtenido de las
estaciones del Valle de Aburrd para medir la calidad del aire.

Se encontraron quiebres del ADN inducidas por PMzs en las tres estaciones de
monitoreo evaluadas. La concentracion 30 pg/mL mostré mayor dafio genotdxico
(65%) en el ensayo cometa, mientras las pruebas de ICH y aberraciones
cromosomicas no mostraron resultados significativos en las tres estaciones de
monitoreo.

Las concentraciones de PM s evaluadas mostraron un efecto dosis-respuesta en

los tratamientos evaluados en las tres estaciones de monitoreo.

6.4. Recomendaciones

>

Las concentraciones de PM.s evaluadas podrian considerarse como criterio de
contaminacioén en la normativa ambiental de la region y del pais.

Identificar los compuestos presentes en PM; s, analizar el efecto sobre la viabilidad
celular y el potencial genotoxico de cada compuesto y compararlos con los
resultados obtenidos con la mezcla compleja de la cual fueron aislados.

Evaluar el efecto sobre el ciclo celular de células tumorales y no tumorales
tratadas con PM.s y otras particulas como PMi, por medio de eficiencia de
clonacion.

Evaluar otros puntos de monitoreo que han presentado mediana y alta
contaminacién en los ultimos afios, para estimar adecuadamente el riesgo sobre
la salud publica ocasionado por el MP.

Realizar pruebas citotoxicas con el ensayo de glutation para estimar el dafio
oxidativo que puede generar el MP.

Evaluar efecto mutagénico con el Test de Ames, con y sin activacién metabdlica y

con el ensayo HGPRT.
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