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RESUMEN  

Los niveles de material particulado (MP) ambiental superan regularmente los 

valores de referencia establecidos por la Organización Mundial de la Salud en la 

mayoría de las áreas urbanas. Numerosos estudios experimentales ya han demostrado 

la toxicidad inducida por la fracción fina de MP (PF2.5µm) en las vías respiratorias, 

principalmente desencadenada por la inflamación inducida por estrés oxidativo. Sin 

embargo, solo unos pocos estudios han prestado mucha atención a la fracción ultrafina 

de PM (PUF0.1µm), que probablemente se internalice más fácilmente en las células y 

sea más reactiva biológicamente. En esta investigación se demostró que las superficies 

de las PF2.5μm y PUF0.1μm en la zona urbano-industrial de Dunkerque, presentan 

diversos compuestos nocivos, incluso reactivos (derivados cíclicos aromáticos y 

metales pesados), conformando grupos aromáticos alrededor de 283.8 eV, 

hidrocarburos alifáticos alrededor de 284.6 eV, monóxido de carbono alrededor de 286 

eV y dióxido de carbono alrededor de 288 eV. Las células epiteliales bronquiales 

humanas CEBH, se expusieron de manera aguda y repetidamente a dosis relativamente 

bajas (5 µg.cm⁻²) de PF2.5µm y PUF0.1µm, considerando una viabilidad de 95% y una 

dosis letal de 15%, para evaluar la citotoxicidad y para observar mejor los cambios 

críticos en la morfología, las funciones y la dinámica mitocondrial. Después de la 

exposición celular a dosis sub-apoptóticas de PF2.5µm y PUF0.1µm, se incrementó la 

fosforilación oxidativa, así como la masa mitocondrial, lo que resultó en una mayor 

producción de anión superóxido mitocondrial. Dado este impulso oxidativo, la vía de 

señalización Nrf2 se activó significativamente al 95% entre GPX (0.18), HO1 (0.31) y 

HQO1 (0.18). Sin embargo, se observaron alteraciones de la dinámica mitocondrial a 

favor de un proceso de fisión acentuado, inducido por PUF0.1µm a exposición repetida. 

Tomados en conjunto, estos resultados respaldaron el control de calidad mitocondrial 

y la disfunción del metabolismo como un mecanismo de toxicidad subyacente 

temprano en los pulmones, lo que condujo a una acumulación de mitocondrias 

defectuosas y una mayor generación de ERO endógenos. Por lo tanto, estas 

características podrían desempeñar un papel clave en el mantenimiento del estrés 

oxidativo y la inflamación inducidos por MP dentro de las células pulmonares, lo que 
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podría contribuir de manera espectacular a la exacerbación de enfermedades 

pulmonares crónicas inflamatorias.  

Los hallazgos de este trabajo también podrían ofrecer nuevos conocimientos sobre la 

fisiopatología de la toxicidad pulmonar. 

 

Palabras Claves: Toxicológica, Células epiteliales bronquiales, partículas finas, 

ultrafinas y atmósfera. 
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ABSTRACT 

Environmental particulate matter (PM) levels regularly exceed the reference 

values set by the World Health Organization in most urban areas. Numerous 

experimental studies have already demonstrated the toxicity induced by the fine 

fraction of MP (PF2.5µm) in the airways, mainly triggered by inflammation induced 

by oxidative stress. However, only a few studies have paid much attention to the 

ultrafine fraction of PM (PUF0.1 µm), which is likely to be more easily internalized 

into cells and is more biologically reactive. In this research it was shown that the 

surfaces of PF2.5μm and PUF0.1μm in the urban-industrial area of Dunkerque, present 

various harmful compounds, even reactive ones (aromatic cyclic derivatives and heavy 

metals), forming aromatic groups around 283.8 eV, aliphatic hydrocarbons around 

284.6 eV, carbon monoxide around 286 eV and carbon dioxide around 288 eV. CEBH 

human bronchial epithelial cells were acutely and repeatedly exposed to relatively low 

doses (5 µg.cm⁻²) of PF2.5µm and PUF0.1µm, considering a viability of 95% and a 

lethal dose of 15%, to assess cytotoxicity and to better observe critical changes in 

mitochondrial morphology, functions, and dynamics. After cellular exposure to sub-

apoptotic doses of PF2.5µm and PUF0.1µm, oxidative phosphorylation increased, as 

well as mitochondrial mass, resulting in increased production of mitochondrial 

superoxide anion. Given this oxidative impulse, the Nrf2 signaling pathway was 

significantly activated at 95% between GPX (0.18), HO1 (0.31) and HQO1 (0.18). 

However, alterations in mitochondrial dynamics were observed in favor of an 

accentuated fission process, induced by PUF0.1µm at repeated exposure. Taken 

together, these results supported mitochondrial quality control and metabolic 

dysfunction as an underlying mechanism of early toxicity in the lungs, leading to an 

accumulation of defective mitochondria and increased generation of endogenous ROS. 

Therefore, these characteristics could play a key role in maintaining MP-induced 

oxidative stress and inflammation within lung cells, which could dramatically 

contribute to the exacerbation of chronic inflammatory lung diseases. 

The findings of this work could also offer new insights into the 

pathophysiology of pulmonary toxicity. 
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Key Words: Toxicological, bronchial epithelial cells, fine particles, ultrafine and 

atmosphere. 
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INTRODUCCIÓN  

La contaminación del aire se ha convertido en un gran problema para la sociedad del 

siglo XXI debido a su asociación con enfermedades respiratorias.  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) la contaminación ha originado una 

carga de morbilidad derivada de accidentes cerebrovasculares, cánceres de pulmón y 

neuropatías crónicas y agudas, entre ellas el asma(1,4). No obstante, estudios clínicos y 

epidemiológicos han dado a conocer que la exposición constante a partículas 

atmosféricas tiene relación con infecciones respiratorias agudas, enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica y enfermedad cardiovascular(2,5,8,9). 

El material particulado (MP) se ha convertido en un indicador representativo común 

de la contaminación del aire. Los principales son los sulfatos, los nitratos, el amoníaco, 

el cloruro de sodio, el hollín, entre otros(94).  

Estudios de deposición y eliminación respiratoria de partículas realizados en la década 

de los años 80 revelaron que las micropartículas del aire que son inhaladas por el ser 

humano, conocidas como partículas finas con diámetros aerodinámicos mayores a 

2.5μm (≥PF2.5μm) pueden penetrar y alojarse profundamente dentro de los pulmones(3). 

Es en el año 1980 que las micropartículas fueron consideradas en los estándares de 

calidad del aire definido por la OMS(7). 

Desde el año 2010, diversas investigaciones(3) intentan demostrar que existen otras 

partículas (nano partículas) aún más dañinas para la salud, conocidas con el nombre 

de partículas ultrafinas con un diámetro aerodinámico mayor o igual a 0.1μm y menor 

a 2.5μm (≥PUF0.1μm)(94). 

Un estudio publicado en el 2016 por la Agencia de Salud Pública de Francia ha 

estimado que aproximadamente 48000 son los casos de muertes prematuras por 

exposición directa o indirecta a PF2.5μm y PUF0.1μm contaminadas presentes en el 

ambiente(1,2). 

En el 2017, en Perú el Ministerio del Ambiente (MINAM) autorizó al Gobierno 

Regional de Arequipa realizar un “Plan de Acción” relacionado a la calidad del aire. 

El resultado estadístico de dicho estudio indicó que producto de la contaminación por 
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MP, la población infantil se encontraba afectada frecuentemente por patologías 

neumológicas conocidas cómo Síndrome de Obstrucción Bronquial Aguda (SOBA) y 

Asma Bronquial(5). 

En la actualidad el MP que incluye PF2.5µm y PUF0.1µm, es estudiado a nivel mundial 

ya que están presentes en el medio ambiente en gran número y podrían explicar 

algunos de los efectos tóxicos encontrados en enfermedades respiratorias.  

Es así que estas partículas podrían contribuir principalmente en los efectos nocivos 

causados por la contaminación del aire, aunque los mecanismos biológicos aún no han 

sido enteramente comprendidos(9). 

Además, diferentes estudios han demostrado que la contaminación por nano o micro 

partículas atmosféricas puede desencadenar enfermedades pulmonares inflamatorias 

crónicas, sin embargo, los mecanismos de inicio y mantenimiento de la inflamación 

bronquial aún están en estudio(12,15).  

Los resultados de las investigaciones toxicológicas realizadas in vivo e in vitro durante 

el 2017(10) han mostrado que, las PF2.5µm y PUF0.1µm, producen una gran respuesta 

inflamatoria e inducen a varios tipos de efectos tóxicos adversos.  

Por lo tanto, este estudio busca demostrar que, al realizar una exposición de partículas 

atmosféricas a células pulmonares, estas podrían desencadenar una respuesta oxidativa 

biológica, poniendo en manifiesto una alteración en el funcionamiento y desarrollo, 

esto puede incluir muerte celular. 
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CAPITULO I  

1. PLANTEAMIENTO TEÓRICO 

1.1. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 Evaluar los efectos tóxicos causados por partículas atmosféricas finas con un 

diámetro de 2.5μm (PF2.5μm) y partículas atmosféricas ultra finas con un diámetro 

de 0.1μm (PUF0.1μm), en células epiteliales bronquiales (CEBH). 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS   

1. Demostrar que la caracterización fisicoquímica de las PF2.5μm y PUF0.1μm en la zona 

urbano-industrial de Dunkerque presenta diversos compuestos nocivos, incluso 

reactivos (derivados cíclicos aromáticos y metales pesados). 

 

2. Evaluar la citotoxicidad en células bronquiales (CEBH) expuestas a partículas 

atmosféricas finas (PF2.5μm) y partículas atmosféricas ultra finas (PUF0.1 µm) 

 

3. Evaluar la morfología de los orgánulos presentes en células CEBH, considerando 

la internalización de las partículas atmosféricas finas (PF2.5μm) y partículas 

atmosféricas ultra finas (PUF0.1μm) 

 

4. Cuantificar en la línea celular CEBH la respuesta antioxidante considerando la 

sobreexpresión de proteínas (NRF2, GPX, HO1, NQO1). 

1.2. LA CONTAMINACIÓN ATMOSFÉRICA. 

1.2.1. Definición  

La contaminación ambiental, implica la presencia en el ambiente (aire, agua o suelo) 

de cualquier agente (físico, químico o biológico), que pueda ser nocivo o perjudicial 

para la salud, la seguridad o el bienestar de la población(1). En esta investigación la 

contaminación del aire es de especial interés. 
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Actualmente existen diferentes definiciones sobre la contaminación del aire, pero es 

difícil encontrar una definición general, ya que hay que distinguir primero el origen de 

la contaminación. Según la OMS considerando la ISO 14644-1 clase 8 (Clasificación 

de la limpieza del aire por concentración química), define a la contaminación del aire 

como “La introducción de contaminantes en un medio líquido o gaseoso”(1). Se ha 

considerado que la contaminación del aire existe como una mezcla compleja y que los 

efectos atribuidos al ozono (O3), dióxido de nitrógeno (NO2) o material particulado 

(MP) pueden estar influenciados por la toxicidad subyacente de la mezcla completa de 

todos los contaminantes del aire(2). 

De acuerdo con el artículo 2 de la Ley de Aire y el Uso Racional de la Energía 

(LAURE) del Código del Medio Ambiente Francés, se considera contaminación del 

aire a todas aquellas sustancias introducidas directa o indirectamente en un espacio 

atmosférico, que pueden originar consecuencias perjudiciales, como poner en peligro 

la salud humana, dañar los recursos vivos, ecosistemas, bienes materiales, olores 

excesivos e impactar sobre el cambio climático(3).  

El Ministerio del Ambiente en Perú ha definido a la contaminación del aire como una 

alteración perjudicial para el ambiente. El aire se contamina cuando se altera el 

equilibrio de las sustancias que lo componen o cuando se introducen sustancias 

gaseosas o sólidas que no son componentes de la atmósfera, éstas son producidas 

principalmente por la actividad humana(4).  

El resultado de la actividad humana se le conoce como contaminación antropogénica 

y es una parte importante de la contaminación del aire(5). Otro tipo de contaminación 

es la de origen natural como el humo de los volcanes (que puede contener partículas y 

óxido de azufre), incendios forestales, erosión, fenómenos biológicos relacionados con 

el suelo y océanos o el polen que es en sí minoritario(6).  

1.2.2. Múltiples contaminantes del aire 

Los contaminantes del aire se clasifican en dos grupos: Gases y partículas(7). Por un 

lado, están los de material gaseoso como el ozono (O3), dióxido de azufre (SO2), 

monóxido de carbono (CO) y el amoniaco (NH3) y, por otro lado, los contaminantes 

en forma de partículas, agrupados bajo el nombre de material particulado (MP) que 
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reúne a todos los contaminantes presentes en la atmosfera en forma de sólidos y 

líquidos(8). 

Los contaminantes en forma de partículas se clasifican en partículas biológicas 

(mohos, virus, parásitos, bacterias, esporas, caspa de animales, polen, entre otros.), 

partículas no biológicas (humo, polvo, metales pesados, isótopos radiactivos, etc.) y 

gases (humos de adhesivos, productos derivados del petróleo, pesticidas, pintura y 

productos de limpieza, radón etc.)(7) 

Los contaminantes comunes del aire son monóxido de carbono (CO), plomo (Pb), 

dióxido de nitrógeno (NO2), ozono (03) y dióxido de azufre (SO2)
(9). 

Existen contaminantes del aire que son considerados “tóxicos” y generalmente están 

presentes en el aire a concentraciones relativamente bajas(10). Sin embargo, son muy 

tóxicos incluso en bajas concentraciones, con la propiedad adicional de persistencia 

duradera, por lo que también se les llama contaminantes peligrosos del aire. Estos 

contaminantes tóxicos incluyen compuestos orgánicos volátiles como el formaldehído, 

tolueno y xileno, así como semi-volátiles, entre ellos los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAP)(10). Varias fuentes de tóxicos en el aire son las emisiones de 

vehículos motorizados, emisiones industriales, productos de combustible quemado y 

materiales como pinturas y adhesivos en edificios nuevos. Además, hay una subclase 

de tóxicos del aire llamados compuestos orgánicos reactivos que contribuyen a la 

formación de ozono. Estos son altamente tóxicos y contribuyen significativamente a 

la formación de smog fotoquímico(9).  

Los contaminantes del aire se presentan de forma fija o móvil. Una fuente fija será una 

fuente que permanece en una ubicación geográfica especifica (como una fábrica), 

mientras que para una fuente móvil será posible observar variaciones geográficas 

(como el tráfico por carretera)(11). Algunos contaminantes pueden pertenecer a una 

fuente específica, como los pesticidas para la agricultura o los nitróxidos (NO) en 

combustiones de los motores convencionales o en cohetes(11). 

Como se muestra en la Figura 1, otros contaminantes pueden ser emitidos por varios 

tipos de fuentes, este es el caso del material particulado (MP), que es emitido por 
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diversas actividades como la agricultura, la industria, el tratamiento de residuos y el 

transporte(11).  

 

Figura 1: Distribución de emisiones por sector de actividad en la región de 

Norte-Paso de Calais- Francia.  

Fuente: ATMO NORD PAS DE CALAIS HDF, (2018) 

La figura 1 muestra que algunos sectores son los que predominan en relación a la 

contaminación como por ejemplo la industria (que emite el 90% de arsénico), la 

transformación energética (que emite entre 60% del dióxido de azufre y el 80% de 

todo el níquel emitido), o el transporte por carretera (que emite alrededor del 60% de 

dióxido de nitrógeno). 

Los contaminantes atmosféricos establecen un ciclo, que comienza con la emisión de 

dióxido de nitrógeno, amoniaco, dióxido de azufre o material particulado de 2.5 µm 

(MP2.5µm) primarios de origen antropogénico o natural, después estos son 

transportados o dispersos por el viento según el destino atmosférico(12). Por medio de 

una conversión química en el aire dióxido de nitrógeno, amoniaco y dióxido de azufre 

se transforman en aerosoles secundarios(11). 

Los contaminantes secundarios ya convertidos caen al suelo o el mar por lixiviación 

de la lluvia o por deposición seca del viento. Una vez en el suelo, las condiciones 

climáticas (sol y viento) dispersan a los contaminantes convertidos para reanudar el 

ciclo de re-dispersión en la atmósfera(12) (Figura 2). 
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Posteriormente, la población humana puede inhalar MP, lo que lleva a un mayor 

número de casos de mortalidad y daños finales a la salud humana(12). 

 

Figura 2. El ciclo de la contaminación del aire.  

Fuente: IDEAM, (2018) 

1.2.3. Material particulado  

El material particulado (MP) está definido por la Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos (USEPA) como una mezcla compleja de partículas y gases 

extremadamente pequeños que pueden contener elementos ácidos, sustancias 

orgánicas, metales, polvo y suciedad(9). 

El MP es conocido también como aerosol atmosférico(13). Es una mezcla compleja de 

sustancias en estado sólido y/o líquido suspendidas en el medio gaseoso 

atmosférico(14). Este aerosol atmosférico es emitido por una variedad de fuentes 

naturales, las cuales pueden influir en el tamaño, en la superficie específica, densidad 

y composición química del MP(13).  

Las principales fuentes que contribuyen a la composición de este MP pueden ser 

procesos antropogénicos y fuentes naturales como residuos biológicos formados por 

restos de vegetales, polen, esporas y diversos microorganismos así también la 

oxidación de gases como el dióxido de azufre (SO2) producido por volcanes o el 

dimetil sulfuro emitido por los océanos(6). Los grandes espacios forestales y su 

producción de material orgánicos emitido por las plantas también es considerado como 

factor importante(3). 
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El MP primario de origen antropogénico puede manifestarse en diversas actividades 

industriales como la construcción, minería, fábricas, cerámicas, fundición, combustión 

de carbón (cenizas volantes), ladrilleras y emisiones fugitivas(13).  

El MP secundario de origen antropogénico principalmente está formado por sulfato, 

nitrato y carbono contenido en la fracción orgánica(15). El sulfato se forma a partir de 

precursores gaseosos como el dióxido de azufre SO2, emitido por la combustión de 

carbón en plantas de generación de energía y otras actividades industriales y el nitrato 

es principalmente emitido por los automóviles y algunos procesos industriales(16). Las 

grandes extensiones de cultivos, la combustión de biomasa y combustibles fósiles 

constituyen importantes fuentes de precursores de vapores orgánicos de aerosoles 

orgánicos secundarios(17). Estos contaminantes interactúan constantemente entre sí y 

con los componentes de la atmósfera logran cambiar de estado, aglomerarse, 

sedimentarse o adsorber moléculas en su superficie(18) (Tabla 1). 

Tabla 1: Descripción de los principales contaminantes atmosféricos y sus fuentes.  

Fuente: Organización Mundial de la Salud – Traducido, (2018) 

Contaminante Formación  Estado Físico  Fuentes 

Partículas en 

suspensión (MP): MP10 

Humos negros 

Primaria y 

secundaria. 

Sólido, 

líquido. 

- Vehículos. 

- Procesos 

industriales.  

- Humo de tabaco. 

Dióxido de Azufre 

(SO2). 

Primaria. Gas - Procesos 

industriales. 

- Vehículos. 

Dióxido de Nitrógeno  

( NO2) 

Primaria y 

secundaria. 

Gas - Vehículos. 

- Estufas y cocina de 

gas. 

Monóxido de Carbono 

(CO) 

Primaria Gas - Vehículos. 

- Combustiones en 

interiores. 

- Humo de tabaco. 

Compuestos orgánicos 

volátiles (COVS) 

Primaria y 

secundaria. 

Gas - Vehículos. 

- Industria. 

- Humo del tabaco. 

- Combustiones en 

interiores. 

Plomo (Pb) Primaria Sólido 

(Partículas 

finas) 

- Vehículos 

- Industria.  

Ozono (O3)  Secundaria Gas - Vehículos 

(secundario a foto- 

oxidación de NO2  y 

COVS) 



24 
 

De acuerdo al ciclo de la formación de los contaminantes atmosféricos, las partículas 

pueden ser emitidas como tales a la atmósfera (primarias) o bien ser generadas por 

reacciones químicas (partículas secundarias), a través de mecanismos de formación(12) 

(Figura 3). 

El mecanismo de formación de las partículas gruesas (mayores a 2.5µm) se produce 

por la ruptura mecánica de partículas sólidas más grandes. La fracción gruesa puede 

incluir polvo de carreteras, procesos agrícolas, suelo descubierto u operaciones 

mineras, así como materiales no combustibles liberados al quemar combustibles 

fósiles (figura 3). La combustión de combustibles fósiles como el carbón, el petróleo 

y la gasolina puede producir partículas gruesas por la liberación de materiales no 

combustibles o como cenizas volantes, partículas finas de la condensación de 

materiales vaporizados durante la combustión(19). 

Las PF (de 0.1µm hasta 2.5µm) se forman principalmente a partir de gases(19). Las PUF 

(hasta 0.1µm) se forman por nucleación, que es la etapa inicial en la cual el gas se 

convierte en una partícula. Estas partículas PF2.5µm y PUF0.1µm pueden crecer hasta un 

tamaño de 1.0µm ya sea por condensación, cuando se condensa el gas adicional en las 

partículas, o por coagulación, cuando dos o más partículas se combinan para formar 

una partícula más grande(19). 

 
Figura 3. Mecanismos de formación del Material particulado. 

Fuente: CEMCAP (19), (2019) 
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El tamaño del MP varía notablemente desde unos cuantos nanómetros (nm) hasta 

varias decenas de micras (µm) en función del origen y mecanismos de formación(20). 

Debido a las diversas formas que presentan las partículas en el ambiente es complicado 

caracterizarlas con una dimensión geométrica conocida. Por ello, se utiliza el diámetro 

aerodinámico, este permite cuantificar la dimensión del área y el tamaño de la 

partícula(8). Este diámetro es diferente al diámetro real (también llamado diámetro 

geométrico), pero es igual al diámetro de una partícula esférica de densidad unitaria 

que tiene la misma velocidad terminal que la partícula considerada, independiente de 

su forma, o densidad bajo condiciones de temperatura, presión y humedad 

existentes(21). 

A partir de este parámetro, se han establecido tres categorías principales de material 

particulado (MP)(22): 

 Material particulado cuyo diámetro es mayor a 2.5µm y menor o igual a 10µm 

(MP10µm).  

 Material particulado conocido como partículas finas (PF2.5µm), cuyo diámetro es 

mayor a 0.1µm y menor igual a 2.5µm. 

 Material particulado conocido como partículas ultra finas (PUF0.1µm) cuyo 

diámetro es menor igual a 0.1µm. 

El uso de este concepto permite también determinar el transporte, los procesos de 

remoción en el aire y en superficies, así como la trayectoria de las partículas dentro del 

sistema respiratorio. El tamaño de las partículas suspendidas es una característica muy 

importante, porque mientras más pequeño sea su diámetro aerodinámico mayor será 

su capacidad de penetrar a áreas más profundas del sistema respiratorio(23) (Figura 4). 
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Figura 4: Diferencia entre los tamaños de las partículas PF2.5 µm PF10 µm. 

Fuente: United States Environmental Protection Agency, (2019) 

1.2.4. Composición fisicoquímica del MP 

Los factores que describen al MP son: La diferencia en el diámetro aerodinámico, 

variabilidad en la composición de partículas y diferentes dosis. Es muy importante el 

estudio de la composición de las partículas, a pesar que es un factor que varía 

constantemente, pero dependiendo de las sustancias que lo componen, los efectos en 

la salud pueden ser diferentes(24).  

De acuerdo con Morakinyo-Mayowa (2016) los principales componentes de las PF2.5 

µm son materiales minerales (óxidos de aluminio, calcio, sílice, titanio, hierro, 

magnesio, manganeso, sal y potasio), materiales orgánicos (bacterias, endotoxinas, 

hongos), sales marinas (sal o calcio), oligoelementos metálicos, carbono elemental o 

incluso aerosoles inorgánicos (sulfatos, nitratos, amonio) (25). La Tabla 2 muestra la 

composición promedio de MP ng/m3 de diferentes partes del mundo. Esta tabla 

muestra la variabilidad en la composición de MP dependiendo de su origen. Por 

ejemplo, al observar el elemento hierro (Fe), se observa una variación entre la tasa de 

Hénin-Beaumont (Francia) a 308 ng/m3 y la de Shanghai (China) a 2690 ng/m3. La 

tasa encontrada en China es casi 9 veces mayor que la de Hénin-Beaumont. Además, 

al centrarse en la región de Haut-de-France, la composición del MP puede ser muy 
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variable, en particular con una concentración de hierro 3 veces superior a Dunkerque 

en comparación con Hénin-Beaumont. Este fenómeno de variabilidad se explica por 

la diferencia en las fuentes de emisiones antropogénicas, pero también por la 

variabilidad temporal (25). 

Tabla 2. Comparación de las concentraciones elementales promedio en MP10 

(ng/m3). 

Sitio de 

estudio 

 

Periodo 

(Lamaison, 

2006) 

Dunkerque, 

Francia. 

Junio 2003 a 

febrero 2005. 

(Robache, 

2006) 

Hénin-

Beaumont, 

Francia. 

2004 a 2005. 

(Le floch, 

2004) 

Francia, 

Toulon. 

2001 a 

2002 

(Querol, 

2002) 

Aglomeración 

de Barcelona, 

España. 1999 

a 2001 

(Voutsa, 

2002) 

Tesalónica, 

Grecia. 

(Zhene, 

2004) 

Shangai, 

China. 

2001 a 

2002 
Al 

As 

Ba 

Ca 

Cd 

Co 

Cu 

Fe 

K 

Mg 

Mn 

Na 

Ni 

Pb 

S 

Sb 

Sr 

Ti 

V 

Zn 

270 

5.09 
6.8 

862 

1.32 
0.55 

12.6 

977 
674 

242 

147 
1550 

12.4 

37.4 
1784 

2.3 

3.31 
27 

18.3 

80 

 

 
32.4 

366 

1.7 
 

13.7 

308 
189 

117 

9.5 
1036 

 

69.5 
1439 

 

1.9 
41.6 

6.1 

99.9 

207.6 

1.02 
8.4 

1340.4 

0.46 
 

19.1 

577.3 
137.4 

145.8 

13.5 
1361.6 

 

7.5 
 

3.4 

 
6.2 

6.9 

78.6 

 

 
38 

2250 

 
 

74 

890 
560 

290 

24 
940 

7 

149 
 

 

7 
50 

13 

250 

 

2.4 
 

 

0.9 
2.4 

36 

2159 
836 

 

28 
573 

11 

62 
 

3.2 

 
 

39 

212 

 

42.1 
2479 

9634 

10.9 
2.8 

171 

2690 
3331 

1984 

186 
1257 

13.9 

515 
6461 

22.7 

33.2 
221 

17.6 

1406 

                                         Fuente: Lamaison, (2006) 

 

En Perú en la ciudad de Huancayo se realizó en el año 2007 un análisis de variabilidad 

de las concentraciones presentes en el MP(25).  

Como se aprecia en la Tabla 3 el promedio para el MP en el centro de Huancayo fue 

de 6454 ng/m3 superando el Estándar de Calidad Ambiental (ECA) anual (5000 ng/m3) 

en más del 29%. Respecto a la composición elemental los metales (Ca, Al, Fe, K, Mg, 

Ti, Na, Zn, Mn, Pb, Cu, Sr, Rb, Cr, Cd, Ni, V, Zr y Y) constituyeron aproximadamente 

11,9% del peso del MP10, los metaloides (Si, As y Sb) el 7,5% del peso del MP10, y 

los no metales (S, Cl, P, Br y Se) el 1,9% del peso del MP10. Los cinco elementos más 

abundantes del MP10 de Huancayo, durante el periodo de monitoreo, fueron el Si, Ca, 

Al, Fe y K ocupando el 7,6% del MP. 
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Tabla 3. Concentraciones elementales promedio en MP10 (ng/m3) (Huancayo, agosto 

2007 hasta mayo del 2008. Perú). 

Sitio de estudio 

Periodo 

Huancayo – Perú, 

agosto 2007 a mayo 

del 2008 

Sitio de estudio 

Periodo 

Huancayo – Perú, 

agosto 2007 a mayo 

del 2008 

Si 

Ca 

Al 

Fe 

K 

S 

Cl 

Na 

Mg 

Ti 

Zn 

Mn 

Pb 

2420 

1250 

1070 

730 

610 

550 

290 

100 

1100 

70 

30 

20 

30 

As 

Sb 

P 

Cu 

Cd 

Sr 

Zr 

V 

Rb 

Br 

Cr 

Y 

Ni 

Se 

30 

10 

10 

10 

0.40 

4 

2 

3 

2 

2 

2 

3 

2 

1 

Fuente: Estándar de Calidad Ambiental (ECA) Huancayo (25), (2007) 

El MP tiene una profunda influencia en la salud pública, visibilidad atmosférica 

(smog) conservación de los materiales artificiales (corrosión) y en el clima de un lugar. 

En la salud pública, por ejemplo, muestra una fuerte correlación estadística positiva 

entre la toxicidad del MP y las enfermedades respiratorias agudas(26); siendo Lima, 

capital del Perú, una de las ciudades con mayor frecuencia de asma en niños por el MP 

proveniente de emisiones del parque automotor(27). Por tal motivo, la caracterización 

química y vigilancia permanente del MP es básica e importante porque nos brinda 

información para la elaboración de estrategias y planes de control y mitigación del 

MP(27). 

1.2.5. Nanopartículas de ZnO y TiO2 

El uso de las nanopartículas (NP) y nanomateriales se ha incrementado 

vertiginosamente en los campos de la electrónica, la óptica, la industria alimentaria, 

textil, del cemento, plásticos, y en la medicina(28).  

Un caso particular se presenta con las NP de óxido de zinc (ZnO) y de dióxido de 

titanio (TiO2) ampliamente requeridas en la industria alimentaria y en el sector 

salud(28).  
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No obstante, al igual que con otras NP, las NP de ZnO, SiO2 y TiO2 han sido señaladas 

como potenciales agentes perjudiciales para la salud humana y el medioambiente. 

Estudios previos para estas tres NP han reportado su efecto citotóxico en los 

fibroblastos pulmonares humanos, un efecto inflamatorio en las células intestinales 

mediante la producción elevada de especies reactivas de oxígeno (ERO) así como 

también efecto genotóxico y citotóxico en modelos vegetales. Por estas evidencias, los 

autores recomiendan una extrema atención para el uso seguro de estos 

nanomateriales(28). 

1.2.6. Análisis químicos para la determinación de la composición fisicoquímica del 

MP 

El análisis de partículas atmosféricas fraccionadas por su tamaño se ha realizado en el 

pasado con técnicas inorgánicas y orgánicas diferentes(29).  

Los métodos rápidos, sensibles y de elementos múltiples (o para el análisis orgánico 

de componentes múltiples), no son sólo los necesarios para manejar las grandes 

cantidades de muestra que se encuentran a menudo, pero ayudan a revelar 

correlaciones significativas entre los diferentes componentes de contaminación y las 

diferentes fuentes de contaminación. Además, medir más elementos o componentes, a 

menudo no aumenta significativamente los costos analíticos, pero aumenta en gran 

medida la utilidad de los resultados(20).  

Otro factor importante es la especificidad. Existe un creciente interés en los métodos 

analíticos capaces de identificar los compuestos químicos reales en los que existen 

oligoelementos potencialmente tóxicos en el aerosol.  

Esta área del análisis de especiación es realizada a menudo con métodos analíticos con 

guiones (combinación de una técnica de separación basada en cromatografía, como 

cromatografía de gases, con un método de detección espectroscópico específico, como 

espectrometría de absorción atómica). La detección microscópica o sensible a la 

superficie de impurezas elementales y orgánicas es otra área de avance rápido(29).  
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1.2.7. Análisis Inorgánicos 

Algunas de las técnicas analíticas más exitosas derivan sus ventajas de la ausencia de 

separaciones químicas o de disolución del material sólido. Para el análisis inorgánico, 

la disolución de la materia particulada no es siempre una tarea trivial. Por lo tanto, los 

métodos de análisis directos no destructivos tienen una ventaja definitiva(29). 

El análisis elemental de las muestras de partículas de contaminación del aire es un 

problema ya que, la cantidad total de muestra de material suele ser pequeña (escala en 

mg). Esta pequeña muestra contiene una amplia gama de elementos (y compuestos) 

potencialmente interesantes a niveles de concentración variables(29).  

Los análisis rutinarios más utilizados en partículas del aire son: Análisis de activación 

de neutrones (AAN), análisis de fluorescencia de rayos X (AFX), emisión de rayos X 

inducida por partículas (ERXIP), espectrometría de absorción atómica (EAA), 

espectrometría de emisión de plasma acoplada inductivamente (EEA-ICP) y 

espectrometría de masas (MS)(29).  

Tres de estos métodos (AFX, ERXIP y AAN o AAN) permiten el análisis 

multielemental no destructivo de muestras sólidas y pueden aplicarse sobre las 

partículas de aerosol a medida que se muestrean en un filtro o una superficie 

impactada(29). AAN sufre de la disponibilidad limitada (y decreciente) de reactores de 

investigación. EAA, aunque es una técnica de un solo elemento y tiene el hecho de 

que el elemento analito debe ser puesto en solución antes del análisis, es quizás el 

método más ampliamente utilizado para el análisis de aerosoles, especialmente en la 

variedad electrotérmica de horno de grafito (ET-EAA) en lugar de la atomización de 

llama tecnológicamente más simple(29). Debido a su modesto costo, simplicidad de 

operación y su alta sensibilidad para una serie de elementos toxicológicamente 

importantes (por ejemplo, Cd, Hg y Pb), la espectrometría de emisión de plasma 

acoplada inductivamente acoplado a espectrometría de masas (ICP - MS), ahora se 

considera un método atractivo y versátil a pesar del hecho de que las partículas deben 

disolverse (o extraerse) antes del análisis(30).  
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La composición química elemental de cada muestra de partículas se evalúa mediante 

espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente (EEA-ICP). Esta 

técnica permite medir la cantidad de elementos buscados en una muestra(31).  

A menudo se aplican otros métodos en situaciones específicas, como la 

voltamperometría de separación anódica (VSA) y diversas formas de espectrometría 

de masas de dilución isotópica (EMDI)(29). La espectrometría de fluorescencia atómica 

excitada con láser (EFA) tiene una sensibilidad extrema en comparación con otras 

técnicas espectrométricas(30). 

1.2.8. Análisis Orgánicos. 

La variedad de compuestos orgánicos presentes en el aerosol es enorme, por eso la 

medición de bajas concentraciones de compuestos orgánicos en la atmósfera ha sido 

objeto de investigación durante muchos años(29).  

Los métodos de medición ahora están bien establecidos para compuestos orgánicos 

volátiles (COV) relativamente no polares como los hidrocarburos clorados y 

aromáticos. De estos compuestos se toman muestras de forma rutinaria de la fase 

gaseosa del aire con recipientes de acero inoxidable seguidos de pre-concentración de 

muestras criogénicas, separación por cromatografía de gases (CG) y medición con un 

detector sensible. La detección se basa en ionización de llama o espectrometría de 

masas (MS) y separaciones más complejas como por cromatografía líquida (CL)(28).  

1.2.9. Análisis por métodos de haz de electrones. 

Los métodos analíticos sufren una limitación importante causada por el hecho de que 

incluso después de la clasificación por tamaño, las partículas ambientales son 

morfológica y químicamente bastante heterogéneas. Por lo tanto, en tales estudios es 

imposible diferenciar entre una alta concentración de un componente dado presente en 

solo unas pocas partículas o alternativamente una baja concentración presente en todas 

o la mayoría de las partículas(31).  

Se pueden aplicar varias técnicas micro-analíticas al análisis de muestras ambientales. 

Tales micro-análisis pueden revelar si un elemento o compuesto específico está 

distribuido uniformemente sobre todas las partículas de una población o si es un 
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componente solo de un grupo específico de partículas. A veces, incluso se puede inferir 

la distribución del elemento dentro de una sola partícula. De esta forma, se vuelve más 

sencillo asignar partículas a fuentes de emisión específicas (analizando partículas con 

una composición o forma específica), mientras que a menudo se puede derivar 

información más refinada sobre los mecanismos de fuente y las reacciones 

superficiales heterogéneas(29).  

El microscopio más convencional es el electrónico analítico (MEA), el cual 

actualmente ha evolucionado hacia instrumentos especializados, tales como el 

microscopio electrónico de barrido con análisis de rayos X (MEBX), el microscopio 

electrónico de transmisión de barrido (METB) y el micro-analizador electrónico que 

incorporan análisis de rayos X dispersivos de longitud de onda (LO) y / o dispersivos 

de energía (DE)(29).  

Además, existen las posibilidades de medir los electrones transmitidos en el 

microscopio electrónico de transmisión (MET), ahora con una resolución lateral a 

nivel atómico(29). El área seleccionada de difracción de electrones (SAED) proporciona 

información estructural a nivel microscópico. En los espectrómetros de pérdida de 

energía de electrones (EPEE) existen posibilidades para obtener información química 

a través de la medición del espectro de energía de electrones, así como su imagen en 

imágenes de pérdida de energía de electrones (IEE)(29). Los fotoelectrones 

proporcionan información sensible a la superficie en microscopios de escaneo Auger 

(MEA) y espectrómetros de fotones de rayos X (EFX, o EEAQ, espectroscopía 

electrónica para análisis químico)(30).  

Los métodos con excitación electrónica dan lugar a una alta resolución espacial, ya 

que el haz de electrones excitante puede enfocarse en una sonda de 10 nm de diámetro 

y luego escanearse sobre la muestra(31).  

EFX es una herramienta poderosa para la investigación del estado químico en la 

superficie de la partícula que explota los cambios de energía de unión del fotoelectrón, 

mientras que la información en profundidad se puede obtener por pulverización de haz 

de iones(31).  
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Para analizar la composición de la superficie de PF2.5µm y PUF0.1µm se utiliza la 

espectrometría de fotoelectrones de rayos X (EFX)(31).  

Esto implica irradiar la muestra usando rayos X monocromáticos que ionizarán los 

átomos en la superficie de la muestra. Esto provoca la liberación de electrones y a 

través del espectrómetro se analiza el "número de electrones emitidos en un intervalo 

de energía en función de la energía de enlace de electrones”(29). 

1.2.10. Contexto epidemiológico  

El impacto sanitario de las partículas atmosféricas ha sido investigado en numerosos 

estudios epidemiológicos como un tema relevante y de suma importancia(15). En 

efecto, varios estudios muestran que la exposición a los contaminantes atmosféricos 

puede estar asociado con el incremento de enfermedades respiratorias, 

cardiovasculares y muertes(5). En octubre del 2013, el Centro Internacional de 

Investigación sobre el Cáncer (CIIC), concluyó que la contaminación por MP era 

cancerígena para los humanos y relacionó la contaminación del aire con el aumento de 

incidencia de cáncer al pulmón(33). 

En marzo del 2016, la Organización Mundial de la Salud (OMS) indicó que más de 7 

millones de personas murieron prematuramente desde el 2014 a causa de la exposición 

a la contaminación del aire(34). Estas cifras confirman que la contaminación del aire es 

ahora y será más adelante un evidente riesgo para la salud en el mundo(35). 

Estudios realizados entre los años 2002 y 2007 en la ciudad de Grande- Synthe ubicada 

en la costa de Dunkerque, Francia, (región sujeto de estudio) indicaron que la tasa de 

exposición porcentual por unidad de tiempo fue del 20% para PF y 50% para PUF(36). 

Según la OMS la contaminación del medio ambiente en todo el mundo provoca 29% 

de las muertes por cáncer de pulmón, 17% de las muertes por infección aguda de las 

vías respiratorias inferiores, 24% de las muertes por accidente cerebrovascular, 25% 

de las muertes por cardiopatía isquémica y 43% de las muertes por enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica(35). La exposición de gestantes a la contaminación del 

aire, se asocia con resultados adversos como partos prematuros y nacimientos de edad 

gestacional pequeña. La evidencia emergente también sugiere que la contaminación 

del aire ambiente puede afectar el desarrollo neurológico en los niños y desencadenar 
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Diabetes Mellitus. En niños y adultos, la exposición tanto a corto como a largo plazo 

a la contaminación del aire ambiental puede conducir a una función pulmonar 

reducida, infecciones respiratorias y asma agravado(37). 

A pesar que los efectos indeseables a corto o a largo plazo de la contaminación sobre 

la salud del ser humano han sido demostrados, existe una gran concentración de 

partículas PUF que están en evaluación, ya que posiblemente produzcan efectos 

tóxicos sobre la salud(38). 

1.3. APARATO RESPIRATORIO 

El aparato respiratorio (AR) es un sistema biológico que consiste en órganos y 

estructuras específicos utilizados para la respiración de un organismo (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Esquema del aparato respiratorio. 

Fuente; easy anatomy, (2018) 
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El AR es comúnmente conocido por ocuparse del intercambio gaseoso; sin embargo, 

su función es mucho más compleja(37). Funcionalmente, las vías respiratorias se 

dividen en dos zonas. La tráquea y las primeras 16 ramificaciones de las vías 

respiratorias constituyen la zona de conducción. La vía aérea principal, la tráquea, se 

ramifica en dos bronquios(39). Cada bronquio entra en un pulmón y se ramifica muchas 

veces en bronquios progresivamente más pequeños, que, a su vez, forman bronquiolos. 

La tráquea, los bronquios y los bronquiolos de la zona de conducción tienen tres 

funciones importantes que son calentar y humidificar el aire inspirado; distribuir el 

aire de manera uniforme a las partes más profundas de los pulmones y funcionar como 

parte del sistema de defensa del cuerpo(40). En los bronquiolos, el cartílago desaparece 

por completo; están suspendidos por tejido elástico en el parénquima pulmonar y la 

elasticidad del tejido pulmonar ayuda a mantener estas vías respiratorias abiertas. La 

zona de conducción tiene su propia circulación separada, la circulación bronquial, que 

se origina en la aorta descendente. El sitio donde se produce el intercambio de gases 

son los sacos alveolares de las vías respiratorias, los cuales constituyen la zona 

respiratoria. Este intercambio gaseoso se lleva a cabo en millones de células 

especializadas que forman sacos de aire de paredes delgadas, llamadas alvéolos(27). 

Los capilares pulmonares ocupan del 70 al 80% de la superficie alveolar, lo que los 

convierte en el órgano con la red capilar más extensa en el cuerpo(38). Esta circulación 

pulmonar tiene un flujo sanguíneo alto, debido a que recibe todo el gasto cardiaco. 

Una rama arterial pulmonar acompaña a cada vía aérea y se ramifica con ella. El tejido 

alveolar tiene un peso total de 250 g, pero una superficie total de 75 m2, lo que hace 

que este tejido sea idóneo para el intercambio de gases(27). 

Las paredes alveolares tienen tres componentes importantes: El primero, que está 

formado por el endotelio capilar y la membrana basal. El segundo, el intersticio 

pulmonar, el cual mantiene la integridad anatómica de este tejido con fibras de tejido 

conectivo a base de colágeno, las cuales proporcionan un soporte multidireccional 

mientras permiten que se retenga la permeabilidad de las vías a pesar de los grandes 

cambios que se experimentan en volumen. El intersticio pulmonar también contiene 

algunos fibroblastos, células musculares lisas, mastocitos y algunas células 

mononucleares esporádicas. El tercer componente es el epitelio alveolar, 95% del cual 

consiste en neumocitos tipo I (o células tipo I planas) y neumocitos tipo II (o células 
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tipo II redondeadas). De igual forma, algunos macrófagos alveolares generalmente se 

encuentran libres dentro del espacio alveolar(39). 

A través de la respiración, la inhalación y la exhalación, el sistema respiratorio facilita 

el intercambio de gases entre el aire y la sangre y entre la sangre y las células del 

cuerpo. El AR cumple con cinco funciones claves(25). 

La inhalación y la exhalación pulmonar 

El AR ayuda a la respiración, también llamada ventilación pulmonar. En la ventilación 

pulmonar, el aire se inhala a través de las cavidades nasales y orales (nariz y boca). Se 

mueve a través de la faringe, la laringe y la tráquea hacia los pulmones. Luego se 

exhala aire, que fluye de regreso a través de la misma vía. Los cambios en el volumen 

y la presión del aire en los pulmones desencadenan la ventilación pulmonar(26). 

Durante la inhalación normal, el diafragma y los músculos intercostales externos se 

contraen y la caja torácica se eleva. A medida que aumenta el volumen de los 

pulmones, la presión del aire disminuye y el aire se precipita. Durante la exhalación 

normal, los músculos se relajan, los pulmones se hacen más pequeños, la presión del 

aire aumenta y se expulsa el aire(25). 

La respiración externa que intercambia gases entre los pulmones y el torrente 

sanguíneo. 

Dentro de los pulmones, el oxígeno se intercambia por desechos de dióxido de carbono 

a través del proceso llamado respiración externa. Este proceso respiratorio tiene lugar 

a través de cientos de millones de sacos microscópicos llamados alvéolos. El oxígeno 

del aire inhalado se difunde desde los alvéolos hacia los capilares pulmonares que los 

rodean, se une a las moléculas de hemoglobina en los glóbulos rojos y se bombea a 

través del torrente sanguíneo. Mientras tanto, el dióxido de carbono de la sangre 

desoxigenada se difunde desde los capilares hacia los alvéolos y se expulsa a través de 

la exhalación(26). 

La respiración interna que intercambia gases entre el torrente sanguíneo y los 

tejidos corporales. 

El torrente sanguíneo entrega oxígeno a las células y elimina el dióxido de carbono 

residual a través de la respiración interna, otra función clave del sistema respiratorio. 



37 
 

En este proceso respiratorio, los glóbulos rojos transportan oxígeno absorbido desde 

los pulmones alrededor del cuerpo, a través de la vasculatura(25). Cuando la sangre 

oxigenada llega a los capilares estrechos, los glóbulos rojos liberan el oxígeno, el cual 

difunde a través de las paredes capilares hacia los tejidos corporales. Mientras tanto, 

el dióxido de carbono (CO2) difunde desde los tejidos hacia los glóbulos rojos y el 

plasma. La sangre desoxigenada transporta el dióxido de carbono a los pulmones para 

su liberación(26). 

La vibración de las cuerdas vocales y crear sonido. 

La fonación es la creación de sonido por estructuras en el tracto respiratorio superior 

del sistema respiratorio. Durante la exhalación, el aire pasa de los pulmones a través 

de la laringe, o "caja de la voz"(25). Los músculos de la laringe mueven los cartílagos 

aritenoides, los cuales empujan las cuerdas vocales y se juntan a ellas. Cuando esto 

sucede el aire que pasa entre ellos los hace vibrar, creando sonido. Una mayor tensión 

en las cuerdas vocales crea vibraciones más rápidas y sonidos más agudos. Una tensión 

menor causa una vibración más lenta y un tono más bajo(26). 

El proceso de olfatear. 

Este proceso comienza con las fibras olfativas que recubren las cavidades nasales 

dentro de la nariz(25). A medida que el aire ingresa a las cavidades, algunos químicos 

en el aire se unen y activan los receptores del sistema nervioso en los cilios. Este 

estímulo envía una señal al cerebro y las neuronas toman la señal de las cavidades 

nasales a través de las aberturas en el hueso etmoides y luego a los bulbos olfatorios. 

La señal luego viaja desde los bulbos olfativos, a lo largo del nervio craneal, hasta el 

área olfatoria de la corteza cerebral(26). 

Todo el AR está revestido y protegido por un mismo tejido llamado epitelio 

pulmonar(40). El epitelio pulmonar es una tela compuesta principalmente de tres tipos 

de células que son las células ciliadas, las células basales y las células productoras. Su 

principal función es proteger el revestimiento respiratorio por medio de tres 

mecanismos de defensa, llamados tejidos linfoides, aclaramiento mucociliar y 

aclaramiento de macrófagos(39). 
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1.4. COMPORTAMIENTO DE LAS PARTÍCULAS FINAS Y ULTRA FINAS 

EN EL APARATO RESPIRATORIO. 

Se considera que el comportamiento de las PF2.5µm y PUF0.1µm en el aparato respiratorio 

es peligroso para la salud(41). Esto es por su aparente capacidad de eludir los 

mecanismos de defensa del sistema respiratorio y por su alto nivel de concentración 

en pequeños volúmenes del aire en el ambiente(1).  

El aire, ingresa al organismo por los orificios externos de las fosas nasales, es filtrado 

y limpiado por los pelos de la nariz. Esto origina que el flujo nasal se vuelva turbulento 

debido al paso del aire por los cornetes y que las partículas de mayor peso se depositen 

en la mucosidad que recubre el epitelio olfatorio(41). 

Algunos parámetros por los que el MP es retenido y depositado en el sistema 

respiratorio son el comportamiento aerodinámico y fisicoquímico, sus características 

intrínsecas (densidad, carga, tamaño de partícula, forma y naturaleza química de la 

superficie), su carácter hidrofóbico y también por su estructura geométrica y 

características del ciclo respiratorio (frecuencia del ciclo, la velocidad de flujo y la 

turbulencia resultante del flujo de aire)(42). 

Después de depositarse en el sistema respiratorio, las partículas solubles interactúan 

rápidamente con los tejidos y tienen un tiempo de vida más corto. Esta fracción soluble 

se elimina rápidamente, sin embargo, los compuestos de estas partículas podrían 

distribuirse sistémicamente en el organismo. En cuanto a las partículas insolubles, su 

eliminación depende de su región de depósito en el sistema respiratorio(43). 

El mecanismo de deposición se puede dar por medio de cuatro procesos: Intercepción, 

sedimentación, impacto y difusión(44).  

Deposición electrostática: Es un mecanismo de deposición (Figura 6) que se 

considera insignificante, ya que, se da en partículas cargadas y generalmente el MP 

tiene una distribución de car201.ga neutra. 
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Figura 6: Mecanismo de deposición de partículas en el tracto respiratorio  

                           Fuente: Fröhlich. &Salar-Behzadi, (2014) 

 

Intercepción: Una partícula es interceptada o depositada cuando viaja tan 

cerca de una superficie de las vías aéreas que un lado de la partícula toca la 

superficie. Este método de deposición es más importante para fibras como por 

ejemplo asbestos. El largo de la fibra determina en donde se interceptará la 

partícula. Por ejemplo: las fibras con un diámetro de 1µm y un largo de 200µm, 

se depositarán en el árbol bronquial(11). 

Impacto: Cuando las partículas están suspendidas en el aire, tienden a viajar a 

lo largo de su ruta original. Cuando hay una mezcla en el sistema de la vía 

aérea, por ejemplo, muchas partículas no giran con el aire, sino que más bien 

se adhieren a una superficie en la ruta original de la partícula. La posibilidad 

de impacto depende del aire, velocidad y la masa del particulado(6). 

Sedimentación: Conforme las partículas viajan en el aire, las fuerzas 

gravitacionales y la resistencia del aire eventualmente superan la ascendencia 

(la tendencia de la partícula a permanecer arriba). El resultado es que las 

partículas se fijarán en una superficie del pulmón. Este tipo de deposición es 

más común en los bronquios y en los bronquiolos. La sedimentación no es un 
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factor importante cuando el diámetro aerodinámico de la partícula es menor a 

0.5µm.  

Difusión: El movimiento aleatorio de las partículas es similar a las moléculas 

de gas en el aire cuando las partículas son más pequeñas de 0.5µm. Cuando las 

partículas están en movimiento aleatorio, se depositan en las paredes de los 

pulmones más que nada por casualidad. Este movimiento se conoce también 

como "movimiento browniano". Entre más pequeño sea el tamaño de la 

partícula, más vigoroso será el movimiento. La difusión es el mecanismo más 

importante para deposición en las vías aéreas más pequeñas y los alvéolos(6). 

La mayoría de PF10μm se asentarán en el nivel extra torácico (85% de la 

respiración nasal). Sin embargo, una parte de las partículas inspiradas por vía 

oral se depositarán en el nivel traqueo bronquial (alrededor de 10% de las 

partículas). El 90% de las PF2.5μm inhaladas por vía nasal se depositarán a nivel 

extra torácico y las PF2.5μm que ingresan por vía oral, se depositarán 

predominantemente en el nivel extra torácico, pero en aproximadamente un 

25% a nivel alveolar y 20% a nivel traqueobronquial(47). Por último, en relación 

con las PUF0.1μm, existe una diferencia en la zona de descenso con una mayoría 

de las partículas depositadas en los alvéolos. Esto es debido a su pequeño 

tamaño que les permite migrar más profundo a lo largo de las vías 

respiratorias(24). 

Las partículas más finas (PUF0.1µm) que migran profundamente, no pueden ser 

eliminadas por la depuración mucociliar, ya que no es efectiva en la región 

bronquio alveolar. En este nivel, la fagocitosis garantiza la eliminación a través 

de los macrófagos alveolares, pero es un mecanismo mucho más lento(48).  

Los macrófagos alveolares, son células libres en la superficie del epitelio 

pulmonar, son los principales actores de la defensa no específica de los 

pulmones y un elemento esencial de la activación del sistema inmune de los 

pulmones contra un xenobiótico(49). Esta activación se logra a través de la 

producción y/o secreción de citocinas que tienen un papel crucial en el proceso 

inflamatorio(50).  
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La acumulación de PUF0.1µm (altamente carbonatadas) en los alvéolos 

pulmonares, debilita la actividad fagocítica de los macrófagos por saturación. 

Entonces, las partículas PUF0.1µm no fagocitadas permanecen en el tracto 

respiratorio y alteran el aclaramiento alveolar de sustancias inorgánicas y 

microorganismos(51).  

Las partículas pueden permanecer y quedarse en el tracto respiratorio durante 

meses(43). Sin embargo, esta no es una barrera final ya que existen partículas 

que atraviesan el epitelio pulmonar y alcanzan el sistema sanguíneo. Por lo 

tanto, los riesgos para la salud están relacionados principalmente con 

patologías respiratorias, pero también con patologías sistémicas(53). Este hecho 

insta a que se realicen estudios toxicológicos in vivo e in vitro principalmente 

en los pulmones y células pulmonares(54). 

1.5. CÉLULAS INMORTALIZADAS EPITELIALES BRONQUIALES 

HUMANAS (CEBH). 

Las CEBH, pertenecen a una línea celular epitelial bronquial humana inmortalizada, 

que se ha utilizado para modelar la función epitelial pulmonar durante más de 30 

años(55). De acuerdo con la organización American Type Culture Collection (ATTC), 

estas células CEBH se obtienen de la especie humana, “Homo Sapiens” y se 

encuentran en el pulmón, específicamente en el bronquio. Son células de morfología 

epitelial, obtenidas de la autopsia de individuos no cancerosos. Son de tipo 

transformado, ya que, se infectaron con un híbrido adenovirus 12-SV40 (Ad12SV40) 

y se clonaron. Las CEBH son células que conservan la capacidad de experimentar una 

diferenciación escamosa en respuesta al suero, se pueden usar para detectar agentes 

químicos y/o biológicos y para inducir o afectar diferenciación y/o carcinogénesis(56). 

1.6. IMPACTO CITOTÓXICO PRODUCIDO POR PARTÍCULAS 

ATMOSFÉRICAS. 

En los últimos años se ha destacado un punto común en cuanto al MP y es que éste 

induce estrés oxidativo que desencadena una serie de eventos moleculares y celulares 

con múltiples consecuencias, como respuesta inflamatoria, modulación de la 

proliferación y diferenciación celular, incluso la inducción de la muerte celular(57). La 



42 
 

producción excesiva de especies de oxígeno reactivo (ERO) es la fuente de estrés que, 

dependiendo de su intensidad, puede conducir a respuestas celulares progresivas y 

lesiones significativas(58).  

Al no ser expulsadas totalmente del organismo, las partículas producen ERO a partir 

del proceso de disociación de oxígeno(24). Las partículas más finas tienden a 

aglomerarse para formar grupos (Figura 5) cuya superficie específica será más grande 

que una partícula fina del mismo diámetro. Este fenómeno se acompaña de un aumento 

en la reactividad de la superficie, por lo tanto, un aumento en la producción de ERO(60). 

Además, la composición de las partículas será un factor determinante como en el caso 

de las partículas ricas en metales de transición (hierro, cobre) como las PF10µm de 

Shanghai(61). Estas producen radicales de hidroxilo altamente reactivos cuando los 

metales en las superficies de las partículas sufren reacciones redox(60).  

Las partículas que contienen compuestos orgánicos producen ERO cuando los 

macrófagos las internalizan (Figura 7). Además, estas mismas partículas tendrán la 

capacidad de migrar a través de la barrera epitelial en contacto con el endotelio y 

producir ERO allí (Figura7). Una vez producidos, los ERO producirán estrés oxidativo 

y fenómenos inflamatorios(62). 

 

Figura 7: Mecanismo de toxicidad de las partículas atmosféricas en las vías 

respiratorias. 

                                                 Fuente: J Immunol(69) ,(1999) 
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La toxicidad por MP se asocia con la mezcla de otros contaminantes que se encuentran 

en la atmósfera, como el ozono, dióxido de azufre, óxidos de nitrógeno, monóxido de 

carbono y tóxicos como el benceno, butadieno, o hidrocarburos(63).  

El ozono (O3) es un gas oxidante altamente reactivo formado por reacción fotoquímica 

en el aire a partir de óxidos de nitrógeno (NO) y compuestos orgánicos volátiles 

(COV)(64). Es poco soluble en agua y sus efectos sobre el tejido pulmonar se localizan 

principalmente a nivel distal, en particular bronquial y alveolar. Debido a su alta 

reactividad química, el ozono no alcanza o penetra directamente en las membranas de 

las células epiteliales, sino que interactúa con los compuestos del líquido periciliario 

que cubre el epitelio mucociliar de las vías respiratorias y el surfactante que alinea los 

alvéolos(65). Estos fluidos tienen propiedades antioxidantes y proporcionan una 

primera línea de protección que, cuando se excede, permitirá al ozono, gracias a sus 

dos electrones libres, oxidar directamente las moléculas biológicas como los ácidos 

grasos poliinsaturados, entre ellos, el ácido araquidónico(66). Los productos de 

degradación del ácido araquidónico son potentes atrayentes y promueven fuertemente 

la migración de neutrófilos a la superficie del tracto respiratorio. Cuando estas células 

se activan, causan una nueva ola de estrés oxidativo que reducirá aún más las defensas 

antioxidantes e inducirá el daño celular(67). En un nivel intermedio de estrés oxidativo, 

la activación de la cascada de quinasa y el factor de transcripción Nrf2 induce la 

respuesta proinflamatoria(68). 

La inflamación del sistema respiratorio se asocia en gran medida con la hipersecreción 

de mediadores pro-inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) por 

las células epiteliales y los macrófagos alveolares(69).  

Esta secreción de mediadores por las células epiteliales respiratorias está relacionada 

con la inducción de vías de señalización sensibles a los oxidantes, generalmente las de 

las quinasas, que controlan la activación de ciertos factores de transcripción sensibles 

al estrés oxidativo, incluido el factor nuclear-2-(Nrf2), el cual después de su migración 

al núcleo, se une al promotor de genes diana, incluidos los de las citosinas pro-

inflamatorias(70). 
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Nrf2 participa en la activación del elemento de respuesta a los antioxidantes (ERA). 

Esto controla los genes para el metabolismo de las enzimas, como la hemooxigenasa. 

Estas respuestas podrían desempeñar un papel en el fortalecimiento de la protección 

antioxidante que ocurre durante la agresión de partículas(68). 

Cuando la agresión es demasiado grande, la gravedad de las lesiones celulares no 

permite el establecimiento de los mecanismos de adaptación y luego involucra un 

proceso de muerte celular por apoptosis o incluso por necrosis(71). 

La inducción de apoptosis se ha observado específicamente para macrófagos 

alveolares en respuesta al estrés oxidativo inducido por PF25µm y PUF0.1µm. Estas 

pueden acumularse en las mitocondrias y causar daño mitocondrial(72). 

Existe un equilibrio permanente en el cuerpo entre sustancias oxidantes como ERO y 

mecanismos de defensa antioxidantes. Cuando se exceden los mecanismos de defensa, 

aparecerán reacciones inflamatorias; en la etapa final, puede ocurrir la muerte celular, 

ya sea por necrosis o apoptosis (muerte programada)(24) (Figura 8). 

 

Figura 8: Modelo de los niveles de estrés oxidativo. Las diferentes etapas. 

Fuente : Laboratoire de Cytophysiologie et Toxicologie Cellulaire (LCTC) 

Université Paris 7 – France, (2007) 
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1.6.1. Estrés Oxidativo 

El término estrés oxidativo no tiene un significado específico aun, pero, fue descrito 

en 1991 como un desequilibrio entre el equilibrio de pro-oxidantes y antioxidantes 

(equilibrio redox) que puede conducir al daño celular(70). 

Según la OMS, el estrés oxidativo es un fenómeno causado por un desequilibrio entre 

la producción y la acumulación de ERO en células y tejidos y la capacidad de un 

sistema biológico para desintoxicar estos productos reactivos(59). 

En condiciones fisiológicas, el oxígeno, esencial para la respiración, produce 

en las mitocondrias, especies reactivas oxigenadas (ERO) que en exceso 

pueden afectar la integridad celular(73). 

Las moléculas esencialmente compuestas de membranas celulares (lípidos, 

carbohidratos y proteínas), en menor medida, el ADN, son el resultado del 

metabolismo del oxígeno, especies químicas que tienen uno o más electrones no 

apareados como el anión superóxido, radical hidroxilo, radical peróxido, entre 

otros(74).  Es por eso que el ERO está involucrado en múltiples procesos biológicos 

como el envejecimiento y la inflamación, pero también en la patogénesis como la 

carcinogénesis y la aterosclerosis(70). 

Además de la transferencia de electrones del oxígeno a nivel mitocondrial, existen 

otros factores endógenos responsables de la producción de ERO, como una alteración 

de la cadena respiratoria mitocondrial que interviene con el envejecimiento o durante 

los fenómenos de isquemia(74). La activación de las células inmunes también es una 

fuente importante de producción de ERO. De hecho, la presencia de agentes extraños 

activa los macrófagos, lo que conduce a un aumento en el consumo de oxígeno 

(llamado empuje respiratorio)(75). Este oxígeno, a través de la acción de procesos 

enzimáticos, se transformará en radicales libres que atacarán no solo al agente extraño 

sino también a los tejidos sanos(76). 

También hay factores exógenos que conducen a la producción de ERO y, por lo tanto, 

a una inducción del estrés oxidativo. Estos factores son la exposición prolongada al 

sol y a la radiación, el contacto con carcinógenos, fumar, tomar medicamentos 

(incluida la píldora anticonceptiva), práctica intensa o deporte mal realizado, consumo 
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excesivo de alcohol, estrés intelectual o térmico, agentes infecciosos, contaminantes 

gaseosos (NO2, O3) y partículas de aire(53). 

Las respuestas celulares al estrés oxidativo, incluyen la activación de la defensa 

antioxidante, la inflamación y la toxicidad(77). 

1.6.2. Defensa Antioxidante 

Para prevenir el estrés oxidativo la célula debe responder a las ERO montando un 

sistema de defensa antioxidante. Las enzimas antioxidantes juegan un papel 

importante en la reducción de los niveles de ERO; por lo tanto, la regulación redox de 

los factores de transcripción es significativa para determinar el perfil de expresión 

génica y la respuesta celular al estrés oxidativo(78). Muchos sensores y vías de peróxido 

de hidrógeno se activan convergiendo en la regulación de factores de transcripción, 

incluidos AP-1, Nrf2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53, NF-kB, Notch, SP1 y CREB-1, que 

inducen la expresión de un número de genes, incluidos los necesarios para la 

desintoxicación de moléculas oxidantes y para la reparación y mantenimiento del 

homeostasis celular, controlando múltiples funciones celulares como la proliferación, 

diferenciación y apoptosis celular(79). 

1.6.2.1.El Factor de Transcripción: Factor 2 relacionado con el factor nuclear 

eritroide-2 (Nrf2). 

El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) es un factor de 

transcripción sensible a redox que regula la expresión de una variedad de genes 

antioxidantes y de desintoxicación a través de un elemento de respuesta antioxidante. 

Se ha demostrado que Nrf2 protege varios tipos de células contra la lesión aguda y 

crónica que acompaña al estrés oxidativo(80). 

Nrf2 es un factor de transcripción de la familia de cremalleras de leucina y Keap1 

(proteína 1 asociada a ECH tipo Kelch). Keap 1 es el represor específico, responsable 

del secuestro de Nrf2 en el citoplasma(81). Estas dos proteínas median la respuesta 

celular al estrés oxidativo y a los xenobióticos electrofílicos(82). Entre los genes diana 

regulados por Nrf2 se incluyen enzimas antioxidantes, involucradas en la conjugación 
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electrófila, la homeostasis del glutatión, la producción de equivalentes reductores, la 

función del proteasoma y otros(83). 

En la célula, la regulación de los niveles de Nrf2 y su actividad se produce en varios 

niveles, incluida la transcripción, traducción, degradación, translocación y 

modificaciones postraduccionales como la fosforilación(84). Uno de los mecanismos 

más importantes que determinan el aumento de los niveles de proteína Nrf2 implica 

una disminución de la tasa de degradación de la proteína Nrf2. En ausencia de 

condiciones de estrés, las concentraciones celulares normalmente bajas de Nrf2 se 

mantienen por degradación proteasómica, a través de un mecanismo dependiente de 

Keap1-Cullin 3-Roc1, en el que Keap1 sirve como la subunidad del adaptador de 

sustrato en la holoenzima E3.  

La activación de Nrf2 le permite escapar de la proteólisis y acumularse rápidamente en 

el núcleo que induce sus genes diana(85). Keap1 es una proteína rica en cisteína (Keap1 

humano y murino contiene 27 y 25 residuos de cisteína, respectivamente) y, por lo 

tanto, las modificaciones en los residuos de esta proteína que contienen sulfhidrilo 

producen cambios conformacionales(86). De hecho, las condiciones de estrés oxidativo 

y muchos productos químicos exógenos alteran el estado redox de los residuos de 

cisteína Keap1. 

Como consecuencia, hay una desestabilización del complejo Keap1 / Nrf2, evitando la 

degradación de Nrf2, lo que permite la translocación de Nrf2 al núcleo(87). 

1.6.2.2.Activación de Proteínas 

Tras la exposición de las células al estrés oxidativo o compuestos electrofílicos, Nrf2 

está libre de Keap1 y se transloca en el núcleo para unirse a elementos sensibles a 

antioxidantes en genes que codifican enzimas antioxidantes como Glutatión 

peroxidasa (GPX), hemo oxigenasa-1 (HO1), quinona oxidorreductasa (NQO1), 

glutamato-cisteína ligasa modificadora (GCLM), e inhibidor del transportador del 

glutamato (XCT)(88). El aumento de la expresión de estas enzimas o proteínas juega un 

papel clave en la mediación de la desintoxicación celular, la antioxidación y los efectos 

antiinflamatorios(89). 
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a) Glutation Peroxidasa (GPX) 

El glutatión peroxidasa es una de las enzimas que participa en la transformación 

de ERO, catalizando la reducción del peróxido o lipoperóxido, para lo cual utiliza 

como agente reductor al glutatión reducido(90). 

Las enzimas GPX son las principales enzimas antioxidantes que eliminan el 

peróxido de hidrógeno o los hidroperóxidos orgánicos y, por lo tanto, protegen las 

biomembranas y los componentes celulares contra el estrés oxidativo(91). También 

se ha demostrado que las enzimas GPX protegen contra el peroxinitrito, un potente 

oxidante generado por la reacción del superóxido y el óxido nitroso. Las isoformas 

de GPX difieren en su estructura primaria y localización(92). La clásica GPX1 

mitocondrial citosólica (cGPX) es una enzima dependiente de selenio y fue la 

primera de la familia GPX en ser descubierta. GPX2, que también se conoce como 

GPX gastrointestinal, es una enzima citosólica expresada predominantemente en 

el epitelio del tracto gastrointestinal(93). El plasma extracelular GPX (pGPX o 

GPx3) se expresa principalmente en el riñón, desde donde se libera a la circulación 

sanguínea. El hidroperóxido de fosfolípido (GPx4) se expresa en la mayoría de 

los tejidos, y GPx5 (o eGPX) es el GPX secretor específico del epidídimo(92). 

b) Hemooxigenasa-1 (HO-1) 

La hemo oxigenasa-1 (HO-1) es una enzima limitante de la velocidad inducible 

por el estrés que cataliza la degradación del hemo para generar biliverdina, hierro 

libre y monóxido de carbono. Desempeña un papel vital en la defensa y reparación 

del daño inducido por el estrés oxidativo(94). La falta de HO-1 puede causar 

cambios profundos en la homeostasis celular en ratones y humanos genéticamente 

deficientes, lo que está asociado con la susceptibilidad al estrés oxidativo(95). 

Además, HO-1 también se considera una proteína importante para las acciones 

antiinflamatorias y antiapoptóticas(96), por lo tanto, se ha convertido en un objetivo 

potencial para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares con altos niveles 

de estrés oxidativo, como la aterosclerosis, la isquemia miocárdica, lesión por 

reperfusión, hipertensión, diabetes y obesidad(97). 
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La inducción de HO-1 bajo estrés oxidativo se activa principalmente por el Nrf2. 

La posterior translocación de Nrf2 en el núcleo y la unión al elemento de respuesta 

antioxidante, dan como resultado la activación transcripcional de las enzimas 

antioxidantes de fase II, incluida HO-1(98). 

c) Quinona Oxidorreductasa -1. (NQO-1)   

La quinona oxidorreductasa- 1 (NQO1) es una enzima clave involucrada en la 

defensa contra formas reactivas de oxígeno e inhibición de la neoplasia(99). Bajo 

condiciones de estrés oxidativo, el aumento resultante en la proteína NQO1 

proporciona a la célula múltiples capas de protección contra las agresiones 

ambientales(100). En primer lugar, la actividad catalítica de NQO1 se dirige hacia 

la reducción completa y la desintoxicación de quinonas altamente reactivas. En 

segundo lugar, la oxidorreductasa mantiene los antioxidantes endógenos solubles 

en lípidos, la α-tocoferol-hidroquinona y el ubiquinol en sus formas reducidas y 

activas. En tercer lugar, se requiere NQO1 para la estabilización de la proteína 

p53 en respuesta a estímulos que dañan el ADN y, por lo tanto, influye en las 

decisiones del destino celular(101). Esto sugiere un papel importante de NQO1 

cuando se induce bajo estrés, ya que, mantiene la estabilidad de proteínas críticas 

tales como p53 y otros factores de transcripción(99). 

En condiciones constitutivas normales, Nrf2 se asocia con la proteína de unión al 

citoesqueleto Keap1, que regula la distribución subcelular del factor bZip y 

también lo dirige a la degradación dependiente del proteasoma. El estrés oxidativo 

inhibe la interacción Nrf2 - Keap1, promoviendo así la acumulación nuclear del 

factor de transcripción y la transactivación de NQO1 y otros genes(102).  

d) Glutamato-Cisteina-Ligasa Modificadora (GCLM) 

El glutatión (GSH) es el tiol no proteico principal en las células de mamíferos que 

participa en muchas funciones celulares críticas, incluida la defensa antioxidante 

y el crecimiento celular(103). La síntesis de GSH a partir de sus aminoácidos 

constituyentes implica dos pasos enzimáticos que requiere ATP, estos son la 

formación de γ-glutamilcisteína a partir de glutamato y cisteína y la formación de 

GSH a partir de γ-glutamilcisteína y glicina(105). El primer paso de la biosíntesis 



50 
 

de GSH es la limitación de velocidad de la reacción catalizada por glutamato-

cisteína ligasa (GCL, también conocida como γ-glutamilcisteína sintetasa), 

mientras que el segundo paso es catalizado por la sintetasa GSH(105). La enzima 

GCL está compuesta por una subunidad catalítica (GCLC) y un modificador 

(GCLM) que están codificados por diferentes genes y se disocian en condiciones 

reductoras(106). GCLC exhibe toda la actividad catalítica de la enzima aislada, así 

como la inhibición por retroalimentación por GSH(105). La subunidad 

modificadora GCLM, es enzimáticamente inactiva, pero desempeña una función 

reguladora importante al reducir el Km (afinidad que tiene la enzima por su 

sustrato) de GCL para glutamato y elevar el Ki (inhibición enzimática) para 

GSH(105). La sobre expresión de GCLM y la asociación de GCLM con GCLC es 

responsable del aumento aparente en el estado de actividad de GCL(96). 

e) Inhibidor del Transportador del Glutamato (XCT)  

XCT es un sistema transportador de cistina / glutamato, es un anti portador que en 

humanos está codificado por el gen SLC7A11(177). El XCT se caracterizó por 

primera vez en fibroblastos de pulmón fetal humano en cultivo por Bannai y 

Kitamura en 1980(178). El sistema XC, actúa como un anti portador independiente 

de sodio y dependiente de cloruro de las formas aniónicas de cistina y 

glutamato(179). 

SLC7A11, es identificado como un ácido desoxirribonucleico (cDNA) 

complementario para el transportador de XCT-aminoácidos (conocido como XCT 

humano)(177), que cuando se expresa con la cadena pesada del antígeno de 

superficie 4F2 (4F2hc), también denominado CD98, induce la actividad de 

transporte XC. El oxígeno regula la actividad del sistema XC, dándole a esta 

proteína un papel relevante en situaciones de estrés oxidativo(179). 

Entonces, Nrf2 y la activación de otras proteínas es uno de los sistemas 

antioxidantes críticos involucrados en el mantenimiento del estado redox para la 

defensa del estrés oxidativo intracelular(180).  
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Cuando las CEBH son dañadas por una variedad de estímulos oxidativos, aumenta 

la producción de factores inflamatorios y la actividad de las enzimas proteolíticas, 

y se promueve el inicio de la apoptosis con una mayor generación de ERO(182).  

La apoptosis es una forma fisiológica de muerte celular. Sus causas y mecanismos 

de ejecución no se entienden claramente. El estrés oxidativo, el óxido nítrico y sus 

congéneres, Ca2 +, proteasas, nucleasas y mitocondrias se consideran mediadores 

de la apoptosis(183). 

Los niveles de viabilidad y / o las tasas de proliferación de las células son buenos 

indicadores de la salud celular. Los agentes físicos y químicos pueden afectar la salud 

celular y el metabolismo. Estos agentes pueden causar toxicidad en las células a través 

de diferentes mecanismos, como la destrucción de las membranas celulares, la 

prevención de la síntesis de proteínas, la unión irreversible a los receptores, la 

inhibición del alargamiento del polidesoxinucleótido y las reacciones enzimáticas(181). 

Para determinar la muerte celular causada por estos mecanismos, existe la necesidad 

de ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular a corto plazo, que son rápidos, 

confiables y reproducibles. 

1.7. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR. 

La viabilidad celular in vitro y los ensayos de citotoxicidad con células cultivadas se 

usan ampliamente para pruebas de citotoxicidad de productos químicos, para la 

detección de efectos sobre la proliferación celular que conducen a la muerte celular y 

para conocer la cantidad de células viables(83). 

Los ensayos basados en la viabilidad celular también se usan ampliamente para medir 

la unión al receptor y una variedad de eventos de transducción de señales que pueden 

involucrar la expresión de reporteros genéticos, el tráfico de componentes celulares o 

el monitoreo de la función de los orgánulos(181).  

La aplicación de estos ensayos ha sido de creciente interés en los últimos años. 

Actualmente, estos ensayos también se utilizan en investigaciones para evaluar tanto 

la toxicidad de los compuestos como la inhibición del crecimiento de células tumorales 

durante el desarrollo del fármaco ya que son rápidos, económicos y no requieren el 
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uso de animales. Además, son útiles para analizar gran cantidad de muestras. Los 

ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad se basan en diversas funciones celulares, 

como la permeabilidad de la membrana celular, la actividad enzimática, la adherencia 

celular, la producción de ATP, la producción de coenzimas y la actividad de absorción 

de nucleótidos(184). 

Existen diferentes clasificaciones para los ensayos de citotoxicidad y viabilidad 

celular, según los tipos de medición de los puntos finales (cambios de color, 

fluorescencia, luminiscencia, entre otros)(187). Así se tiene: 

 Ensayos de exclusión de colorante: Ensayos de azul de tripano, eosina, rojo de 

Congo, eritrosina B.  

 Ensayos fluorométricos: Ensayo alamarBlue. 

 Ensayos luminométricos: Ensayo ATP y ensayo de viabilidad en tiempo real. 

El ATP (trifosfato de adenosina) representa el depósito de energía química más 

importante en las células y se utiliza para procesos de síntesis, señalización, transporte 

y movimiento biológicos. Por lo tanto, el ATP celular es uno de los puntos finales más 

sensibles para medir la viabilidad celular(185). Cuando las células se dañan letalmente 

y pierden integridad de la membrana, pierden la capacidad de sintetizar ATP y el nivel 

de ATP de las células disminuye drásticamente(186). El ensayo ATP se basa en la 

reacción de oxidación de luciferina a oxilciferina. La enzima luciferasa cataliza esta 

reacción en presencia de iones Mg2+ y ATP produciendo una señal luminiscente. 

Existe una relación lineal entre la intensidad de la señal luminiscente y la 

concentración de ATP o el número de células(188). 

El conteo de CEBH viables usando reactivos luminiscentes de tipo resplandor como 

el CellTiter-Glo® proporciona la detección de alto rendimiento, proliferación celular 

y citotoxicidad automatizadas, incluyendo la cuantificación de ATP presente. Esto, 

indica la presencia de células metabólicamente activas(90). 

Después de determinar la viabilidad, es necesario visualizar la inclusión de las 

partículas atmosféricas en las estructuras pequeñas de las células. Para este tipo de 

análisis, se utiliza un instrumento llamado, microscopio óptico de luz(91). 
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1.8. ANÁLISIS MICROSCÓPICO  

Los microscopios ópticos están diseñados para crear imágenes magnéticas visuales o 

fotográficas de objetos pequeños. Para lograr esto, el microscopio está diseñado para 

realizar tres tareas que son crear una imagen ampliada de la muestra, distinguir 

diferentes detalles de la imagen y hacer que la imagen final sea visible para el ojo 

humano o la cámara. Esta clase de instrumentos de caracterización incluye desde una 

simple lupa hasta microscopios avanzados de lentes múltiples(189).  

Los microscopios de luz se pueden configurar en varias plataformas diferentes, para 

diferentes propósitos y con diferentes niveles de personalización(190). 

Un microscopio vertical, es aquel en el cual la muestra se observa desde arriba con un 

lente objetivo. Los microscopios verticales se utilizan con mayor frecuencia para el 

trabajo de histología, y están equipados con una óptica de alta resolución, pero corta 

distancia de trabajo(191).  

Un microscopio invertido es la base del laboratorio de cultivo de tejidos, donde las 

muestras se ven a través de lentes objetivas colocadas debajo de la muestra. Esto 

permite la observación de células vivas en cultivo, por ejemplo, a través de fondos 

transparentes de matraces de cultivo de tejidos o placas de pocillos múltiples(192).  

El microscopio óptico es, de hecho, un instrumento muy versátil cuando se considera 

la variedad de modos en los que está construido y utilizado. Las dos categorías 

principales de microscopios son (a) transmisión, en la cual la luz pasa a través del 

objeto en estudio para formar una imagen; y (b) reflexión (incidente), en la que se 

forma una imagen a partir de la luz reflejada desde la superficie del objeto. Ambos 

tipos se fabrican en modelos monoculares y binoculares, así como en modelos de etapa 

vertical e invertida(193).  

1.8.1. Microscopía de Transmisión electrónica 

La microscopía de transmisión electrónica (MTE) es una aplicación utilizada para el 

análisis y visualización de muestras que están en el orden de micrómetros y 

nanómetros. Esta técnica utiliza la emisión de haces de electrones como la base 

fundamental de su funcionamiento, a diferencia del microscopio óptico que utiliza 
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radiación de fotones, esta técnica permite tener imágenes de alta resolución enfocando 

electrones de alta energía(24).  

Dado que la longitud de onda de un electrón es mucho más pequeña que la longitud de 

onda de la luz visible, los efectos de difracción ocurren en dimensiones físicas mucho 

más pequeñas. La resolución de imagen en MTE, es del orden de 1.0nm, que es mucho 

mejor que la resolución en µm de microscopía óptica. Cuando los electrones penetran 

en una muestra, se difractan para formar un patrón de difracción. Este patrón de 

difracción se puede transformar con una lente para obtener la imagen de muestra(59). 

La MTE es importante en la investigación de los efectos toxicológicos a nivel celular, 

ya que, el uso de técnicas de imágenes avanzadas permite también determinar las 

inclusiones citoplásmicas(32). Mediante la microscopia es posible el análisis visual de 

las células, pero es difícil realizar cuantificaciones exactas por ejemplo de las 

proteínas.  

Conocer la cantidad de proteínas en las células, permite determinar la forma y la 

estructura de las células, ya que, las proteínas dirigen casi todos los procesos vitales, 

es por esta razón que permiten a las células mantener su integridad, defenderse de 

agentes externos, reparar daños, controlar y regular funciones, entre otros(34). 

1.9. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 

La cuantificación de proteínas es necesaria antes de manipular muestras de proteínas, 

para su aislamiento, su caracterización o separación respectiva por cromatografía, 

electroforesis, inmunoquímica y para procedimientos posteriores. Cada método tiene 

diferentes ventajas y limitaciones. Lo importante es saber cómo seleccionar el ensayo 

de cuantificación de proteína más apropiado para una aplicación específica(78). Los 

métodos de ensayo para la cuantificación de proteínas que se usan comúnmente en 

laboratorios bioquímicos son el ensayo Lowry, el ensayo Bradford, el ensayo del ácido 

bicinconínico (BCA), Western Blot (WB) y espectroscopía UV para la determinación 

de la concentración de proteínas(92). 

Western Blot (WB) es un método común para detectar y analizar proteínas. Se basa en 

una técnica que implica la transferencia, también conocida como transferencia de 

proteínas separadas por electroforesis del gel a una membrana donde se pueden 
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visualizar específicamente. El procedimiento fue descrito por primera vez por H. 

Towbin en 1979(78) y dos años más tarde le dio su nombre W. Neal Burnette(78). Towbin 

cambió la transferencia electroforética de proteínas de geles de poliacrilamida a 

láminas de nitrocelulosa y obtuvo con precisión el patrón de gel original. La 

configuración consta de un conjunto estándar de siete pasos(56), como se observa en la 

Figura 9. 

 

Figura 9:  Los pasos estándar en Western Blotting.  

Fuente: The Human Protein Atlas, (2018) 

Las muestras se preparan y se cargan en un gel y durante la electroforesis las proteínas 

cargadas negativamente se mueven hacia el ánodo cargado positivamente. Para 

analizar más a fondo las proteínas, se transfieren a una membrana en un procedimiento 

llamado transferencia(57). Para visualizar la proteína de interés, la membrana 

generalmente se prueba primero usando un anticuerpo primario específico de proteína 

seguido de un anticuerpo secundario marcado utilizado para la detección. Se toma una 

imagen de la membrana y se analiza el resultado(79). 

Al agregar una solución de marcador separada a uno de los pocillos en el gel, es posible 

estimar el tamaño de la proteína además de las interacciones de anticuerpos que se 

utilizan para verificar la proteína específica. La separación en el gel no solo se debe al 

tamaño sino también, en cierta medida, a la carga molecular, las regiones hidrofóbicas 

y el grado de desnaturalización. La configuración del experimento se puede variar de 

muchas maneras para adaptarse mejor a la consulta específica(92).  

Al analizar los resultados, deben tenerse en cuenta las variaciones entre los carriles 

con respecto a la carga y las tasas de transferencia entre borrones. Además, la relación 

no lineal de la señal generada a través del rango de concentración de las muestras 

también es un aspecto a tener en cuenta al interpretar los resultados(79).  
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El resultado de un experimento WB depende de tres factores importantes; la capacidad 

del anticuerpo para unirse a una proteína específica, la fuerza de la interacción y la 

concentración de la proteína de interés en sí. Además, la especificidad de la unión al 

objetivo y una baja reactividad cruzada también son características importantes(77). El 

resultado de WB no siempre es fácil de interpretar, ya que el tamaño de la proteína 

puede variar del peso teórico debido a modificaciones post-traduccionales, como la 

glucosilación o las interacciones con otras proteínas. Sin embargo, WB es un método 

muy común y casi todos los anticuerpos comerciales disponibles han sido validados 

con este método(92). 

1.10. HIPOTESIS 

Dado que las partículas atmosféricas cuyo diámetro aerodinámico oscila entre los 

2.5µm (PF2.5μm) y 0.1µm (PUF0.1μm) ingresan fácilmente por las vías respiratorias 

llegando hasta los alveolos, es probable que originen estrés oxidativo, sobre expresión 

de proteínas, inflamación, alteraciones de la dinámica mitocondrial, y finalmente esto 

conlleve a una muerte celular. 
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CAPITULO II 

 2. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL 

2.1. TÉCNICA, INSTRUMENTOS Y MATERIALES D VERIFICACIÓN  

2.1.1. Material biológico. 

Las células epiteliales bronquiales humanas (CEBH) de acuerdo con la organización 

American Type Culture Collection (ATTC), son células aisladas a partir del epitelio 

bronquial humano normal, obtenidas a partir de la autopsia de individuos no 

cancerosos y, posteriormente infectadas con el virus hibrido adenovirus 12-SV49 

(Ad12SV40) para su inmortalización. 

2.1.2. Instrumentos Utilizados  

 Baño térmico (Lab Armor®, Bead Bath™ Model 74300706) 

 Cámara de flujo laminar (Class II tipe A2; BA2 marca Lumes) 

 Cámara de nitrógeno líquido (VWR® CryoPro® Rack Systems, BR Series 

Promotion Packages) 

 Centrífuga (Clay Adams™ DYNAC® III Centrifuge, Model 420104) 

 Contador celular (Invitrogen Safe Imager 2.0 Blue-Light Transilluminator) 

 Incubadora con fuente de CO2 (Thermo Scientific Steri Cycle 370 CO2 Incubator) 

 Incubadora de microplacas (VWR®, Signature ™ Incubating/Cooling Shaker) 

 Escáner de membrana de Western Blot (BioRad®, PowerPac™ HC High-Current 

Power Supply) 

 Lector espectrofotométrico de microplacas (BioTek®, Synergy™ microplates) 

 Microcentrífuga (Fisher Scientific®, Eppendorf™ 5424R Microcentrifuges) 

 Sistema de electroforesis (minicelda XCell SureLock) 

 Sistema de transferencia (The Trans-Blot Turbo Transfer System) 
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 Agitador Vortex (Fisher Scientific Vortex Mixer, Cat # 02215365) 

 Baño de ultrasonido (Branson Ultrasonics Ultrasonic Cleaner 20.8L CPN-952-

817) 

 Sistema de quimioluminiscencia (Fusion FX Spectra) 

 Analizador de partículas Nano ZS (Malvern Instruments ©, Malvern, Inglaterra) 

 Espectro de fotoelectrones de rayos X (XPS_K ALPHA, Thermo Scientific) 

 Espectro de masas de plasma acopladas inductivamente ICP-MS ( iCAP™ RQ 

ICP-MS, Thermo Scientific™) 

2.1.3. Materiales y reactivos   

 Células epiteliales bronquiales humanas (CEBH 2B, ATCC® crl-9609 tm) 

 Medio de desarrollo de células epiteliales bronquiales (Gibco® LHC-9 medium) 

 Partículas atmosféricas (SAGE. Escuela de Minas  de Douai) 

 Frascos de cultivo de 75 y 25 cm3 

 Tubos Falcon de 15 y 50 mL 

 Tubos Eppendorf de 3 y 5 mL 

 Pipetas descartables 1, 5,15,25,50 mL 

 Micropipetas de 0,1 µL hasta 20 mL 

 Membrana de nitrocelulosa 0.45µm (ThermoScientific, Nitrocellulose Membrane, 

88018) 

 Papel filtro de Western-Blot (ThermoScientific, Western Blotting Filter Paper, 

88620) 

 Suero fetal de bovino (FBS) (Culture system containing B-ALITM Basal Media 

00193516) 

 Tripsina EDTA (Reactivo para el pasaje celular) (GibcoTM  Trypsin-EDTA) 
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 Solución Azul de Tripán 0.4% (reactivo usado para la viabilidad celular) 

 M-PER (reactivo para la extracción de proteínas) 

 Lisis y Cockteil (reactivos para la lisis celular) 

 Kit de Pierce BCA Assay (cuantificación de proteínas) 

 SDS-Sample Buffer 4X reducing  

 TBS Tween 20X (reactivo para inmunoensayos) 

 Ladder (marcador de peso molecular de proteínas) 

 Leche en polvo sin calorías  

 Anticuerpo primario de β-actina 

 Anticuerpo primario de NRF2, XCT, NQO-1, GPX, GCLM. 

 Anticuerpo secundario cabra anti-conejo, anti-ratón. 

 Substrato químicoluminiscente 

 Buffer stripping WB PLUS (reactivo para inmunoensayos) 

 Luminiscente CellTiter-Glo (reactivo para la viabilidad celular) 

 Buffer RLTplus QIAshredder (lisado celular) 

 Kit high (kit para la transcripción inversa) 

2.2. CAMPO DE INVESTIGACIÓN  

2.2.1. Ámbito de la Investigación 

La investigación se realizó en el laboratorio Impacto Ambiental en la Salud Humana 

Química (IMPECS) del equipo anfitrión4483 (EA-4483), el cual existe desde 2010 y 

corresponde a la fusión de tres equipos:  EA-2679: Variabilidad genética de la 

respuesta del cuerpo a su entorno químico, EA-2689: Biología y fisiología de los 

estados escépticos y EA-2690: Carcinógenos tóxicos y ocupacional y ambiental. 
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La agrupación de estos laboratorios es debido a la complementariedad de los temas 

estudiados, así como la comprensión de los peligros de ataque químico (y 

especialmente la contaminación) en la salud humana (AERES, 2013). 

IMPECS se compone de varias entidades ubicadas en diferentes complejos de la 

Universidad de Lille 2 y el Instituto Pasteur de Lille. El IMPECS se une al Polo de 

Investigación de la Facultad de Medicina. Esta unidad está dirigida desde 2013 por el 

Dr. Jean-Marc Lo Giudice, investigador del Instituto Nacional de Salud e 

Investigación Médica (INSERM). 

2.2.2. Obtención y caracterización fisicoquímica de las PF2.5µm y PUF0.1µm. 

Para la caracterización fisicoquímica, el equipo de Ciencias Atmosféricas e Ingeniería 

Ambiental (SAGE) recolectó partículas finas (PF2.5μm) y partículas ultrafinas 

(PUF0.1μm) en la Escuela de Minas de Douai, Francia. El sitio de muestreo se encuentra 

en la costa de Dunkerque en la ciudad de Grande-Synthe. El área es representativa de 

un área urbano-industrial (Figura 10). La zona de actividad se encuentra al norte de la 

ciudad. La dirección predominante del viento (noreste a suroeste) en el área desplaza 

masas de aire húmedo y salino del mar que pueden influir en la composición química 

de los aerosoles de partículas. 

 

           Figura 10: Ubicación geográfica del área de muestreo. 
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Se realizó un muestreo de impacto de alto volumen por filtración con un filtro de 

policarbonato para obtener exactamente la fracción ultrafina (con un diámetro 

aerodinámico inferior a 0,18μm). Las muestras se recolectaron durante 7 días cada 

una, entre el 9 de septiembre de 2017 y el 14 de abril del 2018 (27 semanas en total), 

se almacenaron en un congelador a -20 ° C y luego se reunió todas las muestras para 

obtener una acumulación suficiente de partículas para permitir una caracterización 

fisicoquímica detallada y análisis toxicológicos. 

Los métodos de muestreo y extracción de las partículas son diferentes, las PUF0.1μm se 

analizaron en suspensión en HBSS, mientras que las PF2.5μm se analizaron en seco. Las 

PUF0.1μm obtenidas se pesaron en una balanza con una escala de precisión de 10-4 y 

luego se suspendieron en solución salina (HBSS) a la concentración deseada, para 

exponer los cultivos celulares (Figura 11). La obtención de la solución final requiere 

diluciones en cascada con un paso de sonicación de 5 minutos entre cada dilución para 

desaglomerar las partículas. 

Análisis granulométrico  

Las partículas (PF2.5µm y PUF0.1µm) se suspendieron en HBSS a una concentración de 

1.0 mg / mL. Las suspensiones se analizaron mediante una técnica de granulometría 

láser utilizando un analizador de partículas Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments 

©, Malvern, Inglaterra). El principio de esta técnica se basa en la dispersión dinámica 

de la luz por el movimiento browniano de las partículas. La ecuación de Stokes-

Einstein establece la relación entre el movimiento browniano y el tamaño de las 

partículas. Cuanto más pequeña es una partícula, mayor es su movimiento browniano. 

Al tomar dos mediciones en un pequeño intervalo de tiempo (aproximadamente 100 

μs), la luz dispersa permite analizar la intensidad del movimiento y, por lo tanto, 

deducir el tamaño de las partículas. La concentración de masa de PUF0.1µm es 

insignificante en comparación con la de PF2.5µm, pero son mucho más numerosas. Por 

eso hablaremos de cantidad (número) en el caso de ambos tipos de partículas. Las 

muestras se analizaron a temperatura ambiente (25 ° C), los datos presentados en los 

resultados son un promedio de 13 escaneos sucesivos. 

Determinación del potencial Z 
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El potencial zeta se analizó de acuerdo con el principio de electroforesis. Dos 

electrodos (ánodo y cátodo) colocados en los extremos del equipo permiten dar una 

segunda dimensión al movimiento de las partículas en la solución. Además de ser 

sometidos al movimiento browniano, las partículas más cargadas son atraídas a los 

electrodos en un gradiente electroquímico. Las muestras se analizaron a temperatura 

ambiente (25° C), los datos presentados en los resultados son un promedio de 13 

exploraciones sucesivas. 

Determinación de la composición química elemental por espectrometría de masas 

por plasma acoplado inductivamente (ICP - MS) 

Este tipo de espectrometría de masas utiliza un plasma acoplado inductivamente para 

ionizar las muestras, con el objetivo de atomizar la muestra y crear iones poliatómicos 

pequeños y atómicos para que luego sean detectados. Se utilizó para detectar metales 

y varios no metales en muestras líquidas a concentraciones muy bajas. Esto a partir de 

moléculas orgánicas en fase gaseosa. Una vez obtenidos estos iones, se separaron de 

acuerdo con su masa y su carga y finalmente se detectaron por medio de un dispositivo 

adecuado. 

Para las PF2,5µm y las PUF0.1µm se utilizó el protocolo de (Thermo Scientific iCAP RQ 

ICP-MS with iMR). 

Partículas finas (PF2,5µm): 

Las muestras se pesaron y se mineralizaron en medio ácido (HNO3: H2O2: HF, 

proporción 1 mL/1mL/0,25 mL). Los metales y metaloides (Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, 

Ce, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, K, La, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Sb, Sn Sr, Tl, V, Zn) 

fueron analizados por ICP-MS. Las muestras ya en líquido se introducen utilizando un 

nebulizador y una cámara de pulverización. El nebulizador utiliza la expansión 

supersónica del gas para convertir el líquido en una niebla fina, y la cámara de 

pulverización entonces elimina las gotas que son demasiado grandes para ser 

procesadas en el plasma. Esto ocurre en la interfaz de muestra del instrumento.  

Partículas ultra finas (PUF0,1µm): 
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Se analizaron cuatro muestras de 250μL de la solución de HBSS que contenía las 

PF2.5µm, después de la mineralización ácida, por ICP-MS para los elementos 

principales y traza de acuerdo con el mismo protocolo que para PF2.5µm. (Figura 11)  

 

Figura 11: Soluciones de PF2.5µm (izquierda) y PUF0.1µm (derecha) diluidas en 

HBSS.  

Fuente: Elaboración propia. 

 

El contenido de la superficie de las partículas se investigó mediante espectroscopía de 

fotoelectrones de rayos X (XPS_K ALPHA, Thermo Scientific). 

Análisis por espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)  

Las PF2.5µm y las PUF0.1µm se analizaron por triplicado (n=3). Los análisis se llevaron 

a cabo con una fuente de MgKα monocromada cuyo tamaño de punto se puede ajustar 

de 400μm a 30μm de diámetro. Las muestras se depositaron en una placa 

semiconductora de silicio y se introdujeron bajo un vacío secundario del orden de 10-

7 mbar antes de transferirlas a la cámara de análisis (10-9 mbar). El tiempo de residencia 

en la cámara de introducción fue del orden de 60 minutos (para obtener una 

desgasificación correcta de las muestras). El tiempo de residencia en la cámara de 

análisis fue del orden de 320 minutos (duración del análisis para todas las muestras). 

Para cada muestra, se realizó un espectro global XPS (encuesta) que permitió resaltar 

los niveles centrales de los átomos emisores cuya energía de unión es inferior a 1254 

eV (resolución de 1.0 eV). Luego, se realizaron espectros de mayor resolución 

(resolución de 0.05 eV) en los niveles centrales de los elementos detectados. La 

duración de la exposición a rayos X para cada muestra fue del orden de 600 s. 

La metodología y manipulación de las técnicas utilizadas en la obtención y 

caracterización fisicoquímica de las PF2.5µm y PUF0.1µm., fueron desarrolladas 
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experimentalmente con el equipo SAGE y con Jules Soty (PhD en biología molecular 

en la Universidad de Lille · EA4483-IMPECS). 

2.3. CULTIVO CELULAR.  

2.3.1. Preparación del medio. 

Se utilizó la línea celular CEBH para los distintos ensayos de citotoxicidad. Estas 

células se cultivan en medio de interface aéreo-líquida Lonza/ Clonetics™ B-ALI. Este 

medio consiste en un medio de cultivo líquido para células de Epitelio Bronquial 

(LHC9), el cual se compone de 250 mL B-ALI™ medio y suplementos de crecimiento 

como 1.0 mL de extracto pituitario bovino (BPE) y 0.25 mL de cada uno de los 

siguientes componentes, hidrocortisona, epinefrina, trasferrina, insulina, ácido 

retinoico, triyodotironina, GA-1000 y hEGF (0,25 mL), como se muestra en la figura 

12. Todos los componentes se deben almacenar a -20 °C hasta su uso.  

 

Figura 12: Medio de cultivo LHC9 para las CEBH, preparado con todos los 

suplementos.  

Fuente: Elaboración propia. 

2.3.2. Fase de multiplicación celular 

Descongelación 

Las células se encuentran en congelación en nitrógeno líquido a -196ºC, para 

descongelarlas se les sometió inicialmente a temperatura ambiente y posteriormente a 

baño maría de 37ºC durante 3 a 4 minutos. Una vez descongeladas, se les transfirió a 
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un frasco de cultivo celular (Figura 13) con 15 mL de medio de cultivo (LHC9), el 

cual se incubó a 37°C. Luego de 6 horas se procedió a cambiar el medio de cultivo 

para eliminar el DMSO o glicerol residual que se utilizó durante la congelación.  

 

Figura 13: El diseño básico para trabajar cultivos en una campana celular (93). La 

flecha negra muestra el diseño de un frasco de cultivo celular. 

 

Multiplicación  

Para determinar los efectos tóxicos de las partículas sobre la multiplicación de las 

células fue necesario tener una concentración inicial de células en cada uno de los 

pozos, por esa razón se extrajo 10µL de la solución reconstituida con LHC9 y se colocó 

en una lámina microscópica para realizar el conteo en el equipo de conteo celular 

(Figura 14). Para pasar las células a una nueva placa celular se tomó en cuenta 300 000 

células y 2mL de LHC9 por pozo. Una vez terminada la distribución, se indujo a 

multiplicación celular, llevando la placa a una incubadora de CO2 a 37ºC (Figura 15). 

 

Figura 14: Equipo de conteo celular  

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 15: Incubadora de dióxido de carbono.  

Fuente: Elaboración propia. 

2.3.3. Tripsinización  

Inicialmente se calentó el PBS y LHC9 a 37ºC y se descongeló la tripsina 10X (se 

preparó tripsina 1X (con PBS y tripsina 10X)). Se sacó el frasco de cultivo celular que 

contiene las células en suspensión y se aspiró el medio de forma que las células se 

adhieran a las paredes para después lavar el frasco con 5mL de PBS, se realizó una 

segunda aspiración para retirar el PBS con células muertas, se añadió 4mL de tripsina 

1X. Seguidamente, para inhibir la acción de la tripsina se añadió 8mL del medio LHC9 

y después se centrifugó durante 5minutos a 1100 rpm. Finalmente, se recuperó el 

sedimento de células y se reconstituyó con 5mL del medio LHC9 y se distribuyó en 

las placas como se muestra en la figura 16. 

 

Figura 16: Placa de cultivo celular de 6 pozos.  

Fuente: Elaboración propia. 
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2.3.4. Preparación de las suspensiones de partículas  

Los cálculos para la preparación de las suspensiones se realizaron de acuerdo al 

diámetro de cada pozo, considerando también el volumen de cada pozo (2mL) y el 

factor de dilución, después se agregó 500µL del antifúngico y se llevó a congelación 

a -80°C. 

Tener en consideración que la DL10 de las células fue 5µg/cm2para PF2.5µm, PUF0.1µm 

y TiO2, varió para ZnO a 1.5µg/cm2. Anexo 1. 

2.3.5. Exposición de células a las suspensiones de partículas 

Para empezar con la exposición se descongelaron las suspensiones de partículas), 

después se llevaron las soluciones a ultrasonido durante 2 minutos. Figura 17.  

 

Figura 17: Equipo de baño ultrasonido.  

Fuente: Elaboración propia. 

 

Ya sonicadas las suspensiones, se aspiró el medio de cultivo y gota a gota se añadió 

2mL de suspensión de partículas sobre toda la superficie de las placas. 

La exposición a partículas se realizó en dos placas de forma repetida (varias veces) y 

de forma aguda (una sola vez). 

Distribución de placa con exposición aguda. 

Esta placa posee 5 pocillos ocupados. El primero fue un control positivo el cual tuvo 

sólo CEBH y medio de cultivo, en los dos siguientes pocillos las CEBH fueron 

expuestas en uno a las partículas finas PF y en el otro a las partículas ultrafinas PUF. 
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Los dos últimos pocillos fueron los controles negativos los cuales estaban formados 

por las CEBH expuestas a partículas de TIO2A en uno y en el otro por partículas ZnOA. 

Esta exposición se realizó una sola vez al tercer día, los dos primeros días las CEBH 

de todos los pocillos sólo estuvieron en medio de cultivo. Figura 18 

 

Figura 18: Distribución de la placa para exposición aguda (n=1;Una sola 

exposición)  

Fuente: Elaboración propia 

Distribución de placa con exposición repetida.  

Esta placa posee 5 pocillos ocupados. El primero fue un control positivo el cual tuvo 

sólo CEBH y medio de cultivo, en los dos siguientes pocillos las CEBH fueron 

expuestas en uno a las partículas finas PF y en el otro a las partículas ultrafinas PUF. 

Los dos últimos pocillos fueron los controles negativos los cuales estaban formados 

por las CEBH expuestas a partículas de TIO2 en uno y en el otro por partículas ZnO. 

Esta exposición se realizó una vez por día repetidamente por 3 días. Figura 19  

 

Figura 19: Elaboración de placa para exposición repetida (n=3; exposición 

repetida tres veces).  

Fuente: Elaboración propia. 
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Finalmente, en el tercer día, después de la exposición, se incubaron a 37°C ambas 

placas por 24 horas.  

2.3.6. Viabilidad celular luminiscente. 

Se determinó la dosis en la que el 10% de células murieron (DL10) a través de un 

ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo®. Este es un método 

homogéneo para determinar el número de células en cultivo, basado en la 

cuantificación del ATP presente, el cual es directamente proporcional a la presencia 

de células metabólicamente activas. 

Se preparó el reactivo único (reactivo CellTiter-Glo®) conformado por CellTiter-

Glo® Sustrato y CellTiter-Glo® Buffer (Figura 20). Una vez preparado el reactivo, se 

llevó las placas previamente expuestas a los diferentes tipos de partículas a temperatura 

ambiente. En cada pozo, se añadió 150 µL del reactivo preparado, 150µL de medio 

LHC9 y después se llevó a la mezcladora por 2 minutos.  

Se tomó 150µL de las suspensiones preparadas en la placa anterior y se transfirieron a 

una placa de 90 pozos. En uno de los pozos se preparó un blanco constituido por 75µL 

de reactivo y 75µL de medio LHC9. Figura 21. 

Finalmente se llevó al equipo correspondiente para la lectura de placas. 

 

 

Figura 20: CellTiter-Glo® Sustrato y CellTiter-Glo® Buffer 



70 
 

 

Figura 21: Placas de 96 pozos conteniendo las muestras a ser leídas en el lector de 

placas.  

Fuente: Elaboración propia. 

2.3.7. Análisis microscópico por transmisión electrónica 

Previo al análisis microscópico, se fijó las células con glutaraldehido, para lo cual se 

levantó la monocapa con un cell scraper, se centrifugó para conseguir un pellet y se 

fijó completamente con glutaraldehido al 2 % en tampón Cacodilato 0.1 M a pH 7.4, 

por 2 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente se procedió a lavar las células por 10 minutos con tampón Cacodilato 

y sacarosa isomolar, se deshidrató en serie creciente con etanol al 30, 50, 70, 90 % y 

2 veces adicionales en etanol al 100%, 15 minutos en cada concentración. Se lavó las 

células con óxido de propileno al 100%, 2 veces por 10 minutos y se traspasó las 

muestras a los bloques del ultra micrótomo, para realizar cortes semi-finos, a los cuales 

se adicionó una resina Epoxi y se polimerizó en una estufa a 55ºC durante 48 horas.  

Se realizó la tinción con Azul de Toluidina y se observó al microscopio óptico (para 

ubicar la zona deseada), se contrastó con rejillas conteniendo citrato de plomo y acetato 

de uranilo y finalmente se observó al microscopio electrónico de transmisión.  
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2.3.8. Cuantificación específica de proteínas NRF2, GPX, HO1, NQO1 por 

Western Blot. 

2.3.8.1.Migración 

Las células fueron descongeladas a temperatura ambiente y colocadas en una cubeta 

de hielo para después preparar las nuevas muestras a partir de los resultados obtenidos 

en Excel (cantidad de proteínas y reactivo para cada una). Se completó el volumen de 

20µL con H20. 

Para realizar un spin se colocó los nuevos eppendorf en una mini centrifuga y se llevó 

a 70°C durante 10 minutos (para la desnaturalización de proteínas). Figura 22. 

 

Figura 22: Eppedorf preparados para la desnaturalización de proteína. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

2.3.8.2.Transferencia 

Para la preparación se colocó el gel sobre el papel con membrana (fondo) y por encima 

del gel el papel 2 (parte superior), se dejó por 10 minutos en el equipo de transferencia, 

tiempo suficiente para que las proteínas sean transferidas del gel a la membrana 

(Figura 23). Finalmente se activó el generador (200v, 300Ma). Figura 24. 
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Figura 23: Sistema de transferencia de geles BioRad Trans-Blot Turbo. 

 

 

Figura 24: Sistema de electroforesis de minicelda XCell SureLock 

2.3.8.3.Saturación 

Se colocó la membrana en el medio de saturación (BSA 5% con TBS o leche 5% con 

TBS) por 45 minutos. Figura 25. 

 

Figura 25: Medio de saturación preparado.  

Fuente: Elaboración propia 
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2.3.8.4.Incubación 

Incubación I: Para la incubación se preparó la solución de anticuerpo I (1:1000) en la 

cual se sumergió la membrana y después se dejó en movimiento lento por 24 horas a 

4°C. 

Incubación 2:  Para esta última fase fue necesario sacar la membrana y recuperar la 

solución de anticuerpo I, lavarla 3 veces con buffer TBST, cada vez 5 minutos. 

Posteriormente se colocó la membrana en la solución de anticuerpo II (1:10000) por 

45 minutos. Finalmente se lavó la membrana 3 veces con buffer TBST (cada vez 5 

minutos) y se dejó en TBS para después añadirle el revelador (los dos reveladores son 

al 50% A y 50% de B), antes de llevarla a lectura al equipo de bandas (Western™ 

Detection System). Figura 26. 

Fue necesario comparar las bandas de peso molecular con un formato diseñado para 

una estimación precisa y conveniente del peso molecular de las proteínas después de 

la transferencia por Western Blot. Figura 27. 

 
Figura 26: Sistema de detección de bandas Western 

 

 
Figura 27: Estándar de análisis de proteínas para la carga directa en geles. 
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CAPITULO III 

3. RESULTADOS  

3.1. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados presentados en este trabajo de investigación, fueron expresados como 

media ± desviación estándar (x̄ ± σ). Para las pruebas de significancia estadística fue 

usado el análisis de varianza ANOVA. Las diferencias entre las expresiones de cada 

proteína se evaluaron a través de la prueba de Tukey, el cual fue utilizado para realizar 

comparaciones múltiples con el respectivo vehículo a un p < 0.05. Todo esto fue 

analizado con ayuda del software estadístico GraphPad Prisma 8.  

3.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

Existe una asociación entre la exposición del ser humano a las partículas atmosféricas, 

tales como las PF2.5μm y PUF0.1μm, producidas por la contaminación atmosférica y los 

efectos nocivos en el hombre. La importancia de esta asociación es tal que, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoció en el año 2014, que la 

contaminación atmosférica es el mayor factor de riesgo ambiental para la salud a nivel 

mundial, siendo además un importante factor previsible(6).  

Los resultados de la presente investigación demuestran que, existen altos niveles de 

partículas finas en microambientes de la ciudad de Dunkerque, una ciudad industrial 

en Francia.  

Los resultados de esta investigación responden a cuatro objetivos, siendo el principal 

evaluar los efectos tóxicos causados por partículas finas (PF2.5μm) y ultra finas 

(PUF0.1μm) atmosféricas, en un modelo in vitro de células epiteliales bronquiales 

(CEBH).  

En la presente investigación, se trabajó con protocolos de cultivo celular, microscopía 

de transmisión óptica y cuantificación específica de NRF2, GPX, HO1, NQO1 por 

Western Blot.  
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3.2.1. Caracterización de las partículas  

3.2.1.1. Análisis granulométrico 

Se mencionó en el marco teórico que la función primordial del sistema respiratorio es 

el intercambio gaseoso(37); Sin embargo, su función es mucho más compleja. Cada 

bronquio entra en un pulmón y se ramifica muchas veces en bronquios 

progresivamente más pequeños, que forman bronquiolos. Las partículas inhaladas 

penetran en el tracto respiratorio y se dirigen a diferentes sitios anatómicos, esta acción 

depende principalmente de su tamaño(39).  

La Figura 28 muestra la distribución cuantitativa de PF2.5μm y PUF0.1μm según su 

diámetro aerodinámico. El resultado se presentó en gráficas semilogarítmicas. Los 

diámetros de las partículas se grafican en escala logarítmica y el porcentaje 

correspondiente de finos en escala aritmética(123). 

La distribución en relación al tamaño de las PF2.5μm fue relativamente homogénea, la 

media en el pico de detección fue de 1.265μm (100%), a diferencia del análisis de 

tamaño de partícula de la PUF0.1μm que reveló dos fracciones distintas, con un primer 

pico a un promedio de 1.078μm (28.1%) y un segundo pico a 0.188μm (71.9%). Figura 

28. 

 

Figura 28. Análisis granulométrico de PF2.5μm y PUF0.1μm  

Figura: Elaboración propia 

PF2.5μm PUF0.1μm 
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La Figura 28 representa la distribución del material particulado en función del número 

(porcentaje) y masa de las partículas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

por Putaud(123), en un estudio realizado en 33 puntos de muestreo repetidos por toda 

Europa, en el que se concluye que el número de partículas incrementa en mayor medida 

que la masa en zonas contaminadas. Ello se explica con el incremento en la 

concentración de partículas de mayor tamaño, en las zonas con mayor grado de 

contaminación con respecto a áreas más limpias. El Análisis de distribución 

granulométrica llevado a cabo en este estudio afirma que entre el 70 - 80% de las 

partículas en la zona de Dunkerque, presentan un diámetro < 0.1μm y entre 90 -100 % 

son de diámetros >1.0μm, esta diferencia sería por los diferentes contaminantes de la 

región, esencialmente por materia carbonosa(22).  

3.2.1.2. Determinación del potencial zeta.  

El potencial zeta es un método de medición muy utilizado en el análisis 

granulométrico, esencialmente en partículas de 3 nm a 10 μm(123). 

El potencial zeta representa la carga superficial adquirida por la partícula cuando está 

en suspensión. El resultado obtenido al analizar la granulometría de la muestra también 

permite deducir el potencial zeta en la misma medición (Figura 28). Los valores 

promedios determinados del potencial zeta, se presentan asociados con los valores 

granulométricos. Por lo tanto, se obtuvo un primer valor promedio encontrado en el 

potencial zeta, de -12,4 mV en relación al tamaño de las PF2.5μm, a diferencia del 

análisis del tamaño de las partículas PUF0.1μm, que reveló un potencial zeta promedio 

de -17.3 Mv (resultante de 13 escaneos). La medición del potencial zeta permitió 

determinar las cargas eléctricas presentes en la superficie de las partículas (PF2.5μm y 

PUF0.1μm), cuanto más negativo el potencial zeta, tanto mayor es la estabilidad de las 

mismas en disolución(123). Por lo tanto, los resultados muestran, estabilidad de 

disolución en las partículas, ya que, se encuentran dentro del rango sugerido (-10 mV 

a -40 mV) en investigaciones previamente reportadas(123). 

3.2.1.3. Composición elemental de la superficie  

Los espectros de espectroscopía fotoelectrónica de rayos-x (XPS) muestran la 

intensidad de los electrones en función de la energía y enlace de medida (específica 
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para cada elemento atómico)(95). La figura 29 muestra el porcentaje de cada uno de los 

elementos analizados en las partículas. Es importante aclarar que el orden es el mismo 

para cada tipo de partícula: carbono, oxígeno, cloro, silicio, sodio, nitrógeno, azufre y 

calcio. Las composiciones similares fueron las de oxígeno (aproximadamente 22% en 

ambos casos), azufre (1%), sodio (70% de diferencia) y calcio (50% de diferencia). En 

el caso del carbono presente existe un 87% de diferencia entre las PF2.5µm y las 

PUF0.1µm, también en elementos como cloro o silicio presentes alrededor del 1% en 

PF2.5µm y mucho más presentes en PUF0.1µm alrededor del 6%. Se identificó una gran 

diferencia en el nitrógeno, dos veces más presente en PF2.5µm que en PUF0.1µm.  

 

Figura 29: Composición química elemental (expresada en cantidades 

porcentuales %) de las superficies de PF2.5µm y PUF0.1µm.  

Figura: Elaboración propia 

Partículas finas (PF2.5µm) 

Las muestras analizadas tuvieron espectros XPS similares que revelan la ausencia de 

trazas de hierro o elementos metálicos (límite de detección del orden de 0.1% 

atómico). En la superficie, las partículas estuvieron predominantemente compuestas 

de C, O con porcentajes más bajos de N, Na, Ca, Si, Cl y S. Como se muestra en la 

Figura 29.  Estos dos tipos de elementos químicos (C y O) se encuentran en la 

superficie de las PF2.5µm y PUF0.1µm conformando grupos aromáticos alrededor de 

283.8 eV, hidrocarburos alifáticos alrededor de 284.6 eV, monóxido de carbono 

alrededor de 286 eV y dióxido de carbono alrededor de 288 eV(22). Estos compuestos 

% % 
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producen toxicidad por aspiración relacionada con su viscosidad; cuanto mayor es la 

viscosidad, menor es la volatilidad y por lo mismo menor el riesgo de aspiración(20). 

Partículas ultra finas (PUF0.1µm) 

Las muestras mostraron espectros XPS similares a las PF2.5µm que indican la ausencia 

de hierro o metal menor a una concentración de 0.01% (Figura 30). 

 

Figura 30: Análisis porcentual de superficie por XPS  

Fuente: Elaboración propia 

 

Oligoelementos metálicos (μg.g-1)  

Tabla 4: Composición química elemental de las partículas finas y ultra finas 

(PF2.5µm y PUF 0.1µm) por ICP-MS (94). Espectrometría de masas de plasma 

acoplada inductivamente (μg.g-1)  . 

 As Ba Be Cd Ce Co Cs Cu La Mn Mo Ni Pb Rb 

PF2.5 23,0 140,3 0,4 16,9 8,5 5,4 4,4 367,0 8,4 1350,4 25,6 98,7 399,4 26,3 

PUF0.18 63,0 63,0 0,0 18,5 7,4 11,1 7,4 425,9 3,7 581,5 37,0 200,0 540,7 44,4 

Fuente: Elaboración propia 

Metales y metaloides fueron detectados por ICP-MS. Los niveles de Mn, Zn, Ca y Fe, 

fueron particularmente más altos que los del resto de metales (Tabla 4) en comparación 

con lo que generalmente se mide en la región, destacando el marcado carácter 

industrial de esta muestra, así como los valores muy elevados de Ca y Fe. Al exceder 

 Sb Sn Sr Ti Zn Cr V Al Ca Fe Mg Si 

PF2.5 47,1 49,6 91,8 3,0 4000,2 97,3 75,0 5250,2 17904,5 16406,1 6591,3 9383,5 

PUF0.18 48,1 111,1 48,1 7,4 2459,3 122,2 196,3 3622,2 11855,6 10266,7 6344,4 7566,7 
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el resultado los valores regulares entre 5000 μg.g-1 y 10000 μg.g-1 de Ca y Fe (39) 

refleja un incremento de combustión de petróleo y carbón, presentado como cenizas 

carbonáceas procedentes de la combustión de carburantes fósiles, principalmente en 

automóviles(110). 

3.3. VIABILIDAD CELULAR 

El ensayo de viabilidad celular luminiscente, fue un método homogéneo, utilizado para 

determinar el número de células viables en el cultivo basándose en la cuantificación 

del ATP presente, el cual es un indicador de células metabólicamente activas. El 

formato homogéneo de "añadir-mezclar-medir"(57) dio como resultado la lisis celular 

y la generación de una señal luminiscente proporcional a la cantidad de ATP presente. 

La cantidad de ATP fue directamente proporcional al número de células presentes en 

cultivo.   Como tendencia común a este tipo de análisis, la señal de fluorescencia 

disminuyó a medida que se incrementaba cada uno de los factores evaluados 

(porcentaje de células muertas y la concentración DL10), como se indica en la Figura 

31. Los valores de intensidad de fluorescencia requeridos para determinar la DL10 en 

células expuestas a PF2.5µm, PUF0.1µm y TiO2, se obtuvieron a una concentración de 

5µg/cm2 y en ZnO a 1.5 µg/cm2, considerando a TiO2 y ZnO como controles. La DL10 

se utilizó para medir la dosis por la cual se da un envenenamiento potencial del 10% 

de células a corto plazo (toxicidad aguda) y a un plazo mayor (toxicidad repetida), 

obteniendo una concentración similar en ambas formas como se observa en la Figura 

31.  
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Figura 31: Porcentajes (%) de supervivencia celular obtenidos al evaluar muestras 

celulares expuestas a diferentes concentraciones de partículas ambientales (PF2.5µm, 

PUF0.1µm, TIO2 y ZnO). 

 Fuente: Elaboración propia 

Existió una optimización de variación con la DL10 de ZnO (Figura 32), el 10% de 

muertes de células se dio a una concentración menor en ambas formas (aguda y 

repetida). 

 

Figura 32: Porcentajes (%) de supervivencia celular obtenidos al evaluar muestras 

celulares expuestas a diferentes concentraciones de partículas ambientales (ZnO). 

Fuente: Elaboración propia 
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Se expuso las células epiteliales bronquiales a diferentes dosis de partículas para 

obtener el DL10, considerando pruebas previas(96). 

Algunos autores trabajan con una viabilidad de 70% y una dosis letal de 30% para su 

investigación(123), otros 80% de viabilidad (109,110,128), bibliografía sobre 

investigación in vitro en celulares pulmonares recomienda 80%(22) y en el laboratorio 

donde se realizó la investigación considera una viabilidad adecuada entre 80 y 95% y 

una dosis letal entre 15 y 20%(110). Así, nuestros resultados están dentro de los rangos 

tanto de autores externos del laboratorio como del laboratorio mismo. De esta manera 

garantizamos la expresión correcta de todos los componentes inherentes a esta línea 

celular en la siguiente generación de células cultivadas tanto para la propagación 

celular como para los tratamientos realizados. La razón fundamental del resultado de 

viabilidad celular se debe a que las condiciones brindadas fueron las adecuadas, 

además que el medio favoreció la alimentación de éstas y por ende su correcto 

desarrollo. 

3.4. ESTUDIO MORFOLÓGICO CELULAR. 

3.4.1. Estudio morfológico por microscopía de ampliación óptica (MAO). 

El microscopio de ampliación óptica aporta información detallada sobre la estructura 

de las células y los tejidos, así como sobre las variaciones funcionales que 

experimentan en situaciones normales y patológicas. Estos datos tienen una traducción 

directa en el aspecto de esas mismas células en las secciones histológicas 

convencionales(197, 201). 

Las imágenes vistas a través de la microscopía óptica, de las CEBH en el proceso de 

multiplicación, se mostraron confluentes (Figura 33). En ciertas áreas se observaron 

estructuras más o menos granulares, su desarrollo no muestra mayor complicación en 

cuanto a la multiplicación. 
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Figura 33: Observación microscópica de ampliación 100x de células CEBH en fase 

de multiplicación.  

Fuente: Elaboración propia 

La estructura granular está relacionada, en general, con la presencia de partículas 

relativamente pequeñas y uniformes(198). Las organelas que con mayor frecuencia se 

asocian con este aspecto son las mitocondrias (oncocitomas), los lisosomas (tumores 

de células granulares) y los gránulos de secreción(198). Por lo tanto, la presencia de 

estructuras granulares visibles indica que las PF2,5µm y PUF0.1µm están adheridas a la 

célula bronquial. 

Exposición aguda:  

 

En esta parte de la investigación los resultados son cualitativos. En la Figura 34 se 

observan las partículas atmosféricas en el medio LHC9 y el leve incremento de tamaño 

de las CEBH. El tamaño de las células expuestas una sola vez (forma aguda), a 

partículas ultra finas (PUF0.1µm) es menor al tamaño de las células expuestas una sola 

vez a partículas finas (PF2.5µm) y la cantidad de células es mayor. El crecimiento 

anormal de las células es debido a que pierden el control de su crecimiento y la 

capacidad de síntesis de algunas proteínas que son importantes para regular el ciclo 

celular(110). Es por esa razón que se observa también la disminución de células por 

campo y la presencia de algunas de ellas con signos de muerte. El medio presenta una 

ligera coloración oscura debido a la presencia de las partículas. 

100x 
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Figura 34: Observación microscópica de ampliación 100x a células CEBH 

expuestas una sola vez a partículas ambientales (PF2.5µm, PUF0.1µm, TiO2, ZnO). 

Fuente: Elaboración propia 

 

El TiO2 y el ZnO son nano partículas muy utilizadas como controles en estudios de 

viabilidad celular, debido a su citotoxicidad(90). En función a estos se hicieron las 

comparaciones. 

Las partículas de dióxido de Titanio a las que fueron expuestas una sola vez las CEBH 

(TiO2A), se encuentran dispersas por todo el medio, alterando la cantidad de células 

debido a procesos inflamatorios(199). Estudios previos(199), han demostrado que estas 

partículas inducen a un incremento en la producción de prostaglandina E2, reflejando 

una actividad pro-inflamatoria cuyo mecanismo se ha identificado por el incremento 

de la expresión de ciclooxigenasa 1 y 2 (199). Esta información es de suma importancia, 

ya que la presencia de partículas de TiO2 en células bronquiales puede producir la 

muerte de estas por procesos inflamatorios. 

Las partículas de monóxido de Zinc a las que fueron expuestas una sola vez las CEBH 

(ZnOA), son solubles en el medio y atrapadas por las células después de la exposición, 

es por esta razón que se puede ver la disminución en cantidad de células, pero no la 

100x 100x 100x 

100x 100x 
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coloración negra esparcida(28). El ZnO figura en la lista de sustancias peligrosas, sujeto 

al reglamento de la Administración de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA), 

debido a su citoxicidad al ser inhalado, produciendo la fiebre de los humos metálicos 

y muerte celular(28).  

Exposición repetida:  

Después de exponer a las a partículas 3 veces consecutivas es claro evidenciar el 

incremento de partículas en cada uno de los medios, así como la coloración oscura en 

el medio y algunas alteraciones en la forma de cada célula (Figura 35). 

Las CEBH expuestas repetidamente a partículas ultra finas (PUFR0.1µm), en 

comparación con las expuestas de manera repetida con partículas ultra finas 

(PFR2.5µm), se encuentran en menor cantidad y con un tamaño mayor, fijas al medio y 

con forma redondeada (Figura 35). 

La exposición repetida con partículas de dióxido de Titanio (TiO2R), refleja el 

abarcamiento casi total de las partículas en el medio, así como células de color 

amarillento y de tamaño aparentemente reducido.  

Las CEBH expuestas repetidamente a partículas de óxido de Zinc (ZnOR), presentan 

notablemente un gran tamaño, una coloración amarillenta y una forma no bien 

definida. 

 

Figura 35: Observación microscópica de ampliación 100x a células CEBH 

expuestas tres veces a partículas ambientales (PF2.5µm, PUF0.1µm, TiO2, ZnO).  

Fuente: Elaboración propia 

100x 100x 

100x 100x 
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En la exposición crónica (repetida) a partículas ultra finas (PUF0.1µm) el resultado 

demuestra que las partículas por su tamaño pueden alcanzar la región alveolar, que es 

el sitio principal de intercambio de gases en el pulmón(30). Los efectos de la PUF0.1µm 

pueden extenderse más allá de su capacidad para promover la inflamación; por 

ejemplo, la exposición de los macrófagos alveolares humanos a partículas finas 

(PF2.5µm) afecta la capacidad fagocítica, lo cual puede incrementar la susceptibilidad a 

las infecciones, en aquellos sujetos que estén afectados a largo plazo a enfermedades 

respiratorias(60). 

3.4.2. Estudio morfológico por microscopía electrónica de transmisión (MET).  

Secciones celulares expuestas a las partículas fueron analizadas por microscopía 

electrónica de transmisión con la finalidad de observar posibles alteraciones 

mitocondriales a nivel de morfología (Figura 36 y 37).  Después de la exposición a 

partículas, las mitocondrias aparecen ligeramente con un aumento de volumen 

(hinchazón) y perdida de densidad (Figura 36, 37 y 38). Las fotos también muestran 

la presencia de partículas internalizadas en las células expuestas y formación de 

autofagosomas (Figura 38). 

 

Figura 36: Observación microscópica electrónica de transmisión (MET) a 7000x y a 

12000x de cuerpos celulares expuestos a partículas finas de manera aguda (PFa) y 

repetida (PFr). Los círculos negros muestran las mitocondrias y las flechas negras 

apuntan a los autofagosomas.                                                                       

 Fuente: Elaboración propia 
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Figura 37. Observación microscópica electrónica de transmisión (MET) a 7000x y a 

12000x de cuerpos celulares expuestos a partículas ultrafinas de manera aguda 

(PUFa), repetida (PUFr) y partículas de TiO2 a una sola exposición (TIO2a). Los 

círculos negros muestran las mitocondrias y las flechas negras apuntan a los 

autofagosomas.                                                                                                    

Fuente: Elaboración propia 

 

Figura 38: Observación microscópica electrónica de transmisión (MET) a 7000x y a 

12000x de cuerpos celulares expuestos a partículas de TiO2 de manera repetida 

(TIO2r) y ZnO de manera aguda (ZNOa) y repetida (ZNOr). Los círculos negros 

muestran las mitocondrias y las flechas negras apuntan a los autofagosomas. 

Fuente: Elaboración propia 
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Las partículas suspendidas en el ambiente contienen una gran cantidad de metales 

solubles, componentes orgánicos y endotoxinas que provocan el efecto tóxico a partir 

de ciclos reductivos y oxidativos(59). El estrés oxidativo mediado por las PF2.5µm Y 

PUF0.1µm está dado por la generación directa de especies reactivas de oxígeno desde la 

superficie de sus componentes solubles, por la alteración en la función de las 

mitocondrias, por la reducción de la NADPH-oxidasa y por la activación de células 

inflamatorias capaces de generar especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, así 

como de daño oxidativo al DNA(60). Además, células epiteliales y macrófagos generan 

ERO en respuesta a la captación de la partícula, por medio de reacciones biológicas de 

oxidación que ocurren en la membrana celular y la mitocondria. Se pudo observar en 

esta investigación, que el efecto tóxico en células epiteliales bronquiales (CEBH) está 

presente y varía según las veces de exposición, también se entiende que la exposición 

crónica a la contaminación del aire urbano, desarrolla malformaciones y cuerpos como 

autofagosomas en las muestras expuestas que alteran las vías respiratorias a largo plazo 

y producen alteraciones ciliares ultra estructurales del epitelio de las vías respiratorias, 

lo que sugiere que la exposición crónica a los niveles urbanos de contaminación del 

aire puede causar alteraciones respiratorias y deterioro de las defensas respiratorias 

contra agentes infecciosos(60). 

3.5. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Luego de exponer las CEBH a partículas atmosféricas (PF2.5µm, PUF0.1µm, TIO2 y ZnO) 

de manera aguda (una sola vez) y de manera repetida (tres veces), se lisaron estas y se 

extrajeron las proteínas totales. Posterior a ello se procedió a realizar el ensayo de BCA 

para cuantificar las proteínas totales en las muestras de los diferentes tiempos. La 

técnica de BCA se fundamenta en la reducción de Cu+2 a Cu+1 del sulfato cúprico por 

acción de algunos aminoácidos como cisteína o el enlace peptídico en un medio 

alcalino que se da gracias al NaOH 0.1M, para luego ser quelado con 2 moléculas del 

ácido bicinconínico lo cual forma un complejo que da una coloración morada 

proporcional a la cantidad de proteínas presentes en la muestra. 

El ensayo de BCA dio como resultado una curva de calibración de diferentes 

concentraciones (donde el R2 es siempre superior a 0.9970). 
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El valor de R2 de la Figura 39, indica que la curva de calibración es lineal, por lo tanto, 

se puede usar para extrapolar las concentraciones de proteínas de la muestra.  Así, a 

partir de los datos que nos proporcionó la ecuación respectiva de la gráfica de 

calibración se pudo extrapolar los datos para hallar la concentración total de proteínas 

de la muestra (Anexo 3, tabla 2).  

 

Figura 39: Gráfica de calibración para la determinación de proteínas en 

CEBH, después de su exposición a partículas atmosféricas (PF2.5µm, 

PUF0.1µm, TIO2 y ZnO)(n=3)                                                                         

Fuente: Elaboración propia 

Con el resultado obtenido en el ensayo de BCA (Tabla 5) se realizó el ensayo de 

Western Blot, ya que, es necesario colocar una cantidad específica y conocida de 

proteínas. Es común en el diseño de la metodología esta técnica antes del Western 

Blot, ya que tiene una alta sensibilidad en comparación al ensayo de Lowry o Biuret y 

tiene menos variabilidad que el ensayo deBradford. En una investigación donde se 

estudió el rol de Nrf2 como un factor de transcripción implicado en la defensa de la 

actividad antioxidante, se cuantificaron las proteínas por medio de Western Blot, 

utilizando también previamente la técnica de BCA(39).   

Tabla 5. Resultados del ensayo de BCA. Obtención cuantitativa de proteínas de las 

partículas atmosféricas. (n=3)  

Fuente: Elaboración propia 
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Blanco 2000 0.9279 0.4653 

PFa 1500 0.7588 0.4495 

PFr 1000 0.5463 0.5169 

PUFa 750 0.4194 0.4746 
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Para realizar la cuantificación de proteínas en la muestra, se normalizo la cantidad de 

proteínas a 500 µg/mL con SDS y PBS, incubándolo durante 5 minutos a 95°C para 

que así pierdan su conformación nativa las proteínas por acción de la SDS. Posterior a 

esto, se sembró las muestras en los pocillos del gel de electroforesis sin olvidar el 

marcador (Ladder), para que se dé la separación de las proteínas por acción de 

electricidad. Las proteínas con alto peso molecular se quedaron retenidas en la parte 

superior y las proteínas con un peso molecular menor se abrieron paso hacia abajo. 

Después se procedió a realizar la electrotransferencia del gel a la membrana, para lo 

cual se procedió a realizar el “sandwich” en el cual la membrana va posicionada hacia 

la parte inferior ya que, al ser una migración de cátodo a ánodo, la fuente de poder 

permite el desplazamiento de las machas del gel a la membrana.  

Luego se procedió a incubar la membrana con el anticuerpo primario y luego a realizar 

el bloqueo de la membrana con leche, la cual tiene una gran cantidad de proteínas y 

bloquea todos los espacios libres que no estén ligados al anticuerpo primario, después 

se incuba con el anticuerpo secundario para finalmente agregarle el reactivo 

quimioluminiscente. 

La proteína β-actina se usó como control de carga ya que es una proteína que está en 

las células y tiene función motora y contráctil. Este control nos garantiza que la carga 

de proteína es la misma en todo el gel ya que es usada para normalizar los niveles de 

proteína detectados, las proteínas de todos los carriles son transferidas a la membrana 

con la misma eficiencia, la incubación del anticuerpo (primario, y de ser necesario 

secundario también) y la detección de la señal son uniformes en todos los carriles. Se 

muestra en la Figura 40, los niveles de NRF2, GPX, HO1, NQO1 y sus densitometrías 

están en el anexo 4. 

Los datos producidos en una transferencia de Western Blot, se ven traducidos en 

bandas correspondientes a la proteína diana que se hacen visibles tras el tratamiento 

de la transferencia con el sustrato. La transferencia por lo general se prueba con un 

anticuerpo contra un gen constitutivo bien caracterizado que se usa como una medida 

general de los niveles de expresión de proteína en las células usadas como fuente para 

una muestra particular(39). 
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Para conseguir distinguir el tipo de proteína que conforma la muestra, se realizó una 

comparación con los marcadores de peso molecular (para el tamaño) y un control 

positivo (tamaño y señal), como se observa en la Figura 40. 

Estos resultados normalmente se consideran semicuantitativos, es decir, proporcionan 

una comparación relativa de los niveles de proteína, pero para una cuantificación de la 

densidad óptica de una proteína diana específica se procede a programas estadísticos 

y modelos gráficos. Figura 41 

 

Figura 40: Determinación de la expresión de proteínas por inmuno 

detección, visualizado en bandas reveladas en la membrana con el peso 

molecular aparente.                                                                                     

Fuente: Elaboración propia  

Los datos registrados se ingresaron a imageJ, este es un sistema utilizado para 

cuantificar las densimetrías de las bandas (Anexo 4). Para representar gráficos y 

resultados significativos se utilizó el software estadístico GraphPad Prisma 8. 

Los resultados de la figura 41 corresponden a la cantidad de proteína total en cada uno 

de los casos sobre el total de actina obtenida. Los datos correspondientes los 

encontramos en la tabla 5, 6 y 7 del anexo 4.  
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Figura 41. Resultados cuantitativos de las proteínas NRF2, GPX, HO1, 

HQO1, por Western Blot (n=2).                                                                  

Fuente: Elaboración propia 

Se cuantificó la proteína de interés ejecutando en paralelo un análisis interno de la 

cantidad en las muestras en las bandas obtenidas, de la misma manera esto será 

utilizado para comparar el contenido de proteína entre las muestras, siendo las 

partículas de interés las PF2.5µm y las PUF0.1µm (Figura 42). 
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Figura 42. Comparación del contenido de proteínas (ug/ml) NRF2, GPX, 

HO1, NQO1 obtenidas en CEBH expuestas a PF2.5µm y PUF0.1µm.                

Fuente: Elaboración propia  

Los resultados de múltiple comparación de medias por el test de Tukey muestran 

diferencia significativa entre la proteína Nrf2 y el resto de proteínas (Anexo 5) Figura 

43. Esto se debe a que el factor de transcripción Nrf2, es la primera proteína en este 

estudio en presentar una sobre expresión, esto le permite perder su fijación en el 

citoplasma y llegar al núcleo celular, por lo tanto, se da una sobre producción de 

Nrf2
(68,70). 

   

Figura 43. Comparación de la expresión de proteínas NRF2, GPX, HO1 y 

NQO1 (ug/Ml), presentes en células bronquiales expuestas a partículas 

atmosféricas. (*) indica diferencia significativa en la sobre expresión proteica 

causada por PFA, PFR, PUFA, PUFR, TiO2A, TiO2R, ZnOA, ZnOR (p<0,05). 

Fuente: Elaboración propia 
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En las muestras de CEBH expuestas a PFA, PFR, PUFA, PUR, TIO2A, TiO2R, ZnOA, 

ZnOR, durante 72 horas de manera exposición repetida y 24 de manera exposición una 

sola vez o aguda, se observó diferencia significativa al 95% de 0.1840 entre la proteína 

Nrf2 y GPX, de 0.3112 entre Nrf2 y HO1, de 0.1807 entre Nrf2 y HQO1. Sin embargo, 

no se observó aumento significativo con relación a la comparación del resto de 

proteínas. Esto expresa claramente la activación de la proteína de transcripción Nrf2. 

En un estudio realizado por Borgie et al, en 2014, se mencionó que las partículas 

atmosféricas de mayor importancia son las que tienen un diámetro aerodinámico 

menor o igual a 2.5µm, porque estas se depositan en las vías respiratorias profundas 

en una proporción mucho mayor que las partículas más grandes. Al penetrar 

profundamente, llegan a los alvéolos pulmonares donde se produce el intercambio de 

gases entre el aire y la sangre y persisten durante mucho tiempo en el organismo porque 

resisten en parte los procesos de eliminación(110). Además, se demostró que estas 

partículas pequeñas (diámetro igual o inferior a 2,5µm) pueden ser muy numerosas, 

por tanto, ofrecen una mayor superficie de contacto. En otro estudio se demostró que 

las PF2.5µm y PUF0.1µm son capaces, por un lado, de inducir la expresión de enzimas 

metabólicas que aseguran la biotransformación de compuestos orgánicos en 

metabolitos más tóxicos o incluso cancerígenos y de inducir la expresión de Nrf2 que 

promueve la crecimiento y aumento del estrés oxidativo(65). Las respuestas 

inflamatorias están moduladas por algunos factores de transcripción y la vía de 

señalización celular(90). Nrf2 ha sido considerado como un factor de transcripción 

nuclear clave que detecta las condiciones oxidantes y protege a las células del estrés 

oxidativo y la inflamación(81). En las células, la activación de Nrf2 inhibe la expresión 

de moléculas de adhesión inducidas por citocinas proinflamatorias, lo que da como 

resultado la amplificación de la señalización de algunas proteínas. Teniendo en 

conocimiento que Nrf2 es una proteína activadora de otras proteínas con el papel 

protector frente al estrés oxidativo(90) reafirmamos la presencia de un proceso 

inflamatorio y oxidativo en las células de estudio.  

La proteína Nrf2 en los resultados muestra diferencia significativa en la sobre 

expresión proteica y al comparar este resultado entre las partículas de estudio PF2.5μm 
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y PUF0.1μm, las partículas que originan una sobre expresión considerable son las 

PUF0.1μm(Figura 43).  

Curiosamente no se observaron diferencias estadísticamente significativas en el test de 

comparación múltiple entre las concentraciones medias del material particulado con 

tamaño 2.5μm y 0.1μm (figura 44), las razones pueden variar ya que las partículas 

diluidas en suspensiones no tienen exactamente las mismas características 

fisicoquímicas que los aerosoles, y los diferentes disolventes utilizados para su 

dilución en función de los estudios pueden modificar determinados parámetros, 

introduciendo un sesgo en los estudios comparativos entre las distintas pruebas. De 

hecho, Braydich, en el 2014 demostró cambios significativos en la morfología, la 

química de la superficie, el potencial de disociación y agregación iónica de las 

nanopartículas en función de diferentes fluidos fisiológicos (intersticial, lisosomal y 

alveolar)(110). Sin embargo, si podemos notar la relación gráfica cuantitativa entre las 

exposiciones de partículas atmosféricas a CEBH (Figura 44). 

 

Figura 44: Comparación de la sobre expresión proteica (ug/ml) en relación a las 

partículas atmosféricas PFA, PFR, PUFA, PUFR, TiO2A, TiO2R, ZnOA, ZnOR y las 

CEBH (p<0,05).                                                                                                         

Fuente: Elaboración propia 

 

Según el estudio de Berdörester en 1994, la similitud de composición química 

observada entre las PF2.5μm y PUF0.1μm nos lleva a pensar que la reactividad más fuerte 

observada para PUF0.1μm (genes más modulados, citocinas secretadas en mayor 
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número) proviene principalmente de su mayor superficie específica y su mayor 

número por unidad de masa(110). 

De hecho, para las dos fracciones estudiadas, las células se expusieron a la misma dosis 

en masa. Por tanto, la mayor toxicidad de PUF0.1μm puede explicarse en este estudio 

por una persistencia acentuada en el estrés oxidativo mitocondrial. Además, la 

toxicidad celular es mayor en el caso de las PUF0.1μm, por la presencia de dichas 

partículas internalizadas en las células, como se demostró en esta investigación 

mediante observación microscópica después de la exposición. 

El estudio de los efectos de la contaminación del aire en la salud es un tema complejo. 

Los seres humanos están expuestos de forma crónica a dosis mucho más bajas que las 

utilizadas en los estudios toxicológicos. La génesis y exacerbación de la enfermedad 

pulmonar crónica es un proceso acumulativo y progresivo. Por razones económicas y 

prácticas, es imposible reproducir condiciones reales generando inflamación crónica. 

Por lo tanto, aumentamos la dosis para obtener una reacción aguda. Es decir, en este 

estudio no hay duda de la evaluación cuantitativa del riesgo.  
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CONCLUSIONES 

 En el trabajo de investigación desarrollado, se demostró a través de pruebas de 

caracterización fisicoquímica que, las PF2.5μm y PUF0.1μm obtenidas en la zona 

urbano-industrial de Dunkerque, presentan diversos compuestos nocivos, incluso 

reactivos (derivados cíclicos aromáticos y metales pesados). Las muestras 

analizadas tuvieron espectros (XPS) similares que revelan la ausencia de trazas de 

hierro o elementos metálicos.  

 Se logró a través del ensayo de viabilidad celular luminiscente evaluar la 

citotoxicidad al exponer las células epiteliales bronquiales humanas (CEBH) a 

micro (PF2.5μm) y nano (PUF0.1µm) partículas a una dosis de exposición baja de 5 

µg.cm-².  

 La evaluación de la morfología de los orgánulos presentes en CEBH, considerando 

la internalización de las partículas atmosféricas finas (PF2.5μm) y partículas 

atmosféricas ultra finas (PUF0.1μm), indica que el efecto toxico en las CEBH varía 

según las maneras de exposición (aguda y repetida), también se entiende que la 

exposición continua a las partículas atmosféricas del aire urbano desarrolla 

malformaciones y autofagosomas en las muestras. 

 Se logró cuantificar en la línea celular CEBH la sobreexpresión de las proteínas 

Nrf2, GPX, HO1, NQO1, por medio de bandas obtenidas al desarrollar la técnica 

de Westen Blot y el sistema para cuantificar las densimetrías de las bandas. imageJ. 

En relación a la comparación de medias, se obtuvo como resultado por el test de 

Tukey, la diferencia significativa en la proteína Nrf2. Lo cual indica que las PF2.5µm 

y PUF0.1µm son capaces de inducir la expresión de Nrf2 que promueve la 

crecimiento y aumento del estrés oxidativo. 

 Finalmente se concluye que las PF2.5μm y PUF0.1μm inducen efectos tóxicos (muerte 

celular, malformación celular, deformación mitocondrial e incremento de estrés 

oxidativo y proceso inflamatorio celular por sobre expresión de citoquinas), 

causados invitro por partículas finas (PF2.5μm) y ultra finas (PUF0.1μm).  
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RECOMENDACIONES 

 Realizar mayores estudios sobre Nrf2, ya que esta proteína es también un factor de 

transcripción y está envuelta en la expresión inducible de numerosos genes de 

enzimas detoxificantes y antioxidantes, estos genes ayudan a proteger la célula del 

daño que causan los radicales libres. 

 Expandir los estudios realizados en la presente investigación a otras líneas 

celulares y en células de pacientes con enfermedades respiratorias crónicas o 

alérgicas.  

 Realizar estudios con mayores repeticiones y variaciones de dosis para identificar 

con precisión las vías de señalización implicadas en la exacerbación de la 

inflamación, n = 5 o más. 

 Realizar estudios en relación a la toxicología genética producida por la exposición 

de partículas atmosféricas y analizar el efecto mutagénico y genotóxico de las 

partículas.  

 Expandir estudios similares con exposiciones in vivo en modelos de ratón, 

dirigidos al estudio toxicológico de PUF0.1µm. Por lo tanto, será posible comparar 

resultados obtenidos en sujetos sanos in vitro e in vivo para acentuar la 

representatividad de los resultados.  

 Realizar estudios con determinados biomarcadores identificados que podrían 

permitir el desarrollo de estrategias de pronóstico y prevención.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Preparación de Soluciones 

Se realizaron los cálculos para la preparación de la solución  

 

 

1. PF - PUF - TiO2  (5 µg/cm2)                                         2.   ZnO     (1.5 µg/cm2) 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Después se Agregó el anti fúngico a 100x de concentración en 50mL. (500µL) 

C     .  V   = C   .  V 

100X . X= 1  X  50000µL 

X= 500µL 

  

*El diametro en cada pozo de la placa es de 9,6 cm2 

*la solucion madre contiene 2,7  µg/mL 

 

Entonces: 

5 µg…………………cm2 

X     ………………...9.6 cm2 

X= 48 µg por pozo 

En 2mL (volumen en los pozos)  

X= 24 µl/mL ; 0.024 µg/µL 

        2,7  µg/µL  en 10 mL 

C . V = C2  . V2 

2,7  µg/µL . 1000µL = 0.024µg/µL . X 

X= 112.5 factor de dilución  

10000µl  / 112.5= 88.8µL 

88.8µL (Solución patrón de particulas) + 

10000µL – 88.8µL (LHC9) 

Solución de medio preparada para la 

exposición. 

Después se Agregó el anti fúngico a 100x de 

concentración en 50mL. (500µL) 

C     .  V   = C   .  V 

100X . X= 1  X  50000µL 

X= 500µL 

 

   

Entonces: 

1.5 µg…………………cm2 

X     ………………...9.6 cm2 

X= 14.4 µg por pozo 

En 2mL (volumen en los pozos)  

X= 7.2 µl/mL ; 0.0072 µg/µL 

        2,7  µg/µL  en 10 mL 

C . V = C2  . V2 

2,7  µg/µL . 1000µL = 0.0072µg/µL . X 

X= 375 factor de dilución  

10000µl  / 375 = 26.66µL 

26.66µL (Solución patrón de particulas) 

+ 10000µL – 26.6µL (LHC9) 

Solución de medio preparada para la 

exposición. 

  Después se Agregó el anti fúngico a 100x 

de concentración en 50mL. (500µL) 

C     .  V   = C   .  V 

100X . X= 1  X  50000µL 

X= 500µL 
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Anexo 2: Dosaje de proteínas  

 

1. Lisamiento de Células 

Se trabajó con las placas expuestas en la manipulación anterior, inicialmente se aspiró cada 

uno de los pozos y se añadió 1Ml de PBS para realizar el lavado, después se añadió 100µl de 

la solución lisadora (RIPA) de células.  

Para continuar se pasó un scraper por encima de cada pozo para concretar con el lisamiento, y 

se recolectó el contenido de cada pozo en diferentes eppendor (previamente marcados), fue 

necesario después llevar a centrifuga (sobrenadante: proteínas; precipitado: restos celulares) x 

15minutos a 17000 G (v max) para recuperar el sobrenadante y colocarlo en nuevos eppendorf. 

Finalmente se añadió 10µL del inhibidor de proteasa fosfatasa (para terminar el lizamiento) y 

se llevó a - 80ºC. 

2. Dosaje De Proteínas 

Para el dosaje de proteínas se trabajó con los eppendorf a -80°C y se preparó previamente la 

gama antes de preparar la placa. 

3. Preparación estándar de dilución 

Se añadió a los nuevos eppendor (a cada uno) preparaciones combinadas (ejemplo al 

epp .1 (A) sólo 60µL de BSA; Al epp. 2(B)75µL BSA+25µLRIPA; los siguientes epp. se 

preparan en cascada. (Tabla 1)  

4. Preparación de la placa  

Ya preparados los epp. Se agregaron 10µL en pozos celulares de una placa (incluyendo los 

eppendorf con la exposición de partículas) (Tabla 2) 

5. Preparación del reactivo  

Para la preparación de reactivo se consideró que A es 50 veces diluido en B (la cantidad de 

preparación dependió de la cantidad de pozos utilizados, en este caso son 36 pozos, pero se 

prepararon para 40 en caso de tener pérdidas). 

Obtenidos los resultados se añadió a cada pozo 200µL de la nueva solución reactivo preparada 

(según protocolo) y se llevó a estufa por 30minutos a 37°C, finalmente se realizó la lectura 

espectro-absorbancia de las muestras.  
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Anexo 3. Preparación de dilución y placas 

 

Frasco Volumen de diluyente 

(µL) ripa 

Volumen de la solución 

de proteína(µl) BSA 

Concentración estándar 

de BSA (µg/ml) 

A 0 60 de stock 2000 

B 25 75 de stock 1500 

C 65 65 de stock 1000 

D 35 35 de B dilución 750 

E 65 65 de C dilución 500 

F 65 65 de E dilución 250 

G 65 65 de F dilución 125 

H 80 20 de G dilución 25 

I 100 0 0 

TABLA N°1. Preparación de dilución estándar(BSA) 

 

TABLA N°2. Preparación de placa con las diluciones de estándares y muestras expuestas a 

partículas.  

Blanco T- PFA PFR PUFA PUFR TIO2A TIO2R ZNOA ZNOR BLEU BLEU 

7µL 20µL 20µL 20µL 20µL 20µL 20µL 20µL 20µL 20µL 7.5µL 7.5µL 

TABLA N°3. Equipo de electroforesis: el blanco de proteínas (7µL), las muestras (20µL) y 

bleu 4X (7.5µL) 

Muestra Cantidad  Placa Buffer RLTplus 

Celulas  ≤ 5x106 ≤ 6cm 350 µL 

Celulas  ≤ 1x107 6-10cm 600 µL 

               TABLA N°4.    Volúmenes de Buffer RLT Plus para interrupción de muestra. 

   

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A A I A I T- T- ZnOr ZnOr     

B B  B  PFa Pfa       

C C  C  PFr PFr       

D D  D  PUFa PUFa       

E E  E  PUFr PUFr       

F F  F  TiO2a TiO2a       

G G  G  TIo2r TiO2r       

H H  H  ZnOa ZnOa       
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Anexo 4 : Tablas de resultados en excel western Blot 

 

TABLA N°5 Resultados cuantitativos del primer estudio a proteínas celulares en western blot. 

TABLA N°6 resultados cuantitativos del segundo estudio a proteínas celulares en western blot. 

 

 

 

 

 

 

TABLA N°7 Resultados cuantitativos del estudio a proteínas reguladoras en western blot  

Tabla N°8 Promedios comparativos para PUFa Y PUFr. 
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Anexo 5: Tabla de resultados comparativos de medias por Tukey.  
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Anexo 6: Tabla de resultados ANOVA 

  

 


