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RESUMEN

Los niveles de material particulado (MP) ambiental superan regularmente los
valores de referencia establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud en la
mayoria de las areas urbanas. Numerosos estudios experimentales ya han demostrado
la toxicidad inducida por la fraccion fina de MP (PF2sum) en las vias respiratorias,
principalmente desencadenada por la inflamacién inducida por estrés oxidativo. Sin
embargo, solo unos pocos estudios han prestado mucha atencién a la fraccion ultrafina
de PM (PUFo.1um), que probablemente se internalice mas facilmente en las células y
sea mas reactiva bioldgicamente. En esta investigacion se demostrd que las superficies
de las PF2sum ¥ PUFo.1um €n la zona urbano-industrial de Dunkerque, presentan
diversos compuestos nocivos, incluso reactivos (derivados ciclicos aromaticos y
metales pesados), conformando grupos aromaticos alrededor de 283.8 eV,
hidrocarburos alifaticos alrededor de 284.6 eV, monoxido de carbono alrededor de 286
eV y dioxido de carbono alrededor de 288 eV. Las células epiteliales bronquiales
humanas CEBH, se expusieron de manera aguda y repetidamente a dosis relativamente
bajas (5 pg.cm?) de PF25um Y PUFo.1um, considerando una viabilidad de 95% y una
dosis letal de 15%, para evaluar la citotoxicidad y para observar mejor los cambios
criticos en la morfologia, las funciones y la dindmica mitocondrial. Después de la
exposicion celular a dosis sub-apoptoticas de PFasum Y PUFo.1um, Se incrementd la
fosforilacion oxidativa, asi como la masa mitocondrial, lo que resulté en una mayor
produccion de anién superéxido mitocondrial. Dado este impulso oxidativo, la via de
sefializacion Nrf; se activo significativamente al 95% entre GPX (0.18), HO1 (0.31) y
HQO1 (0.18). Sin embargo, se observaron alteraciones de la dinamica mitocondrial a
favor de un proceso de fisién acentuado, inducido por PUFo 1,m @ exposicion repetida.
Tomados en conjunto, estos resultados respaldaron el control de calidad mitocondrial
y la disfuncion del metabolismo como un mecanismo de toxicidad subyacente
temprano en los pulmones, lo que condujo a una acumulacion de mitocondrias
defectuosas y una mayor generacion de ERO enddgenos. Por lo tanto, estas
caracteristicas podrian desempefiar un papel clave en el mantenimiento del estrés

oxidativo y la inflamacion inducidos por MP dentro de las células pulmonares, lo que
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podria contribuir de manera espectacular a la exacerbacion de enfermedades

pulmonares crdnicas inflamatorias.

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

fisiopatologia de la toxicidad pulmonar.

Palabras Claves: Toxicoldgica, Células epiteliales bronquiales, particulas finas,

ultrafinas y atmosfera.
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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 (PF2.5um) 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 um), 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 PF2.5um and PUFO. 1 um 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 pg.cm?) of PF2.5um and PUF0.1um, 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 PF2.5um and PUFO0.1um, 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 PUFO0.1um 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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INTRODUCCION

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

siglo XXI debido a su asociacion con enfermedades respiratorias.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la contaminacion ha originado una
carga de morbilidad derivada de accidentes cerebrovasculares, canceres de pulmon y
neuropatias cronicas y agudas, entre ellas el asma®#. No obstante, estudios clinicos y
epidemioldgicos han dado a conocer que la exposicién constante a particulas
atmosféricas tiene relacidn con infecciones respiratorias agudas, enfermedad pulmonar

obstructiva cronica y enfermedad cardiovascular?®9),

El material particulado (MP) se ha convertido en un indicador representativo comun
de la contaminacion del aire. Los principales son los sulfatos, los nitratos, el amoniaco,

el cloruro de sodio, el hollin, entre otros®®?.

Estudios de deposicion y eliminacion respiratoria de particulas realizados en la década
de los afios 80 revelaron que las microparticulas del aire que son inhaladas por el ser
humano, conocidas como particulas finas con didmetros aerodindmicos mayores a
2.5um (>PF25.m) pueden penetrar y alojarse profundamente dentro de los pulmones®.
Es en el afio 1980 que las microparticulas fueron consideradas en los estandares de
calidad del aire definido por la OMS®.

Desde el afio 2010, diversas investigaciones® intentan demostrar que existen otras
particulas (nano particulas) ain mas dafiinas para la salud, conocidas con el nombre
de particulas ultrafinas con un didmetro aerodindmico mayor o igual a 0.1pum y menor
a 2.5um (>PUFo.1,m)®.

Un estudio publicado en el 2016 por la Agencia de Salud Pdblica de Francia ha
estimado que aproximadamente 48000 son los casos de muertes prematuras por
exposicion directa o indirecta a PF2.s5um Y PUFo.1.m contaminadas presentes en el
ambiente®2),

En el 2017, en Per( el Ministerio del Ambiente (MINAM) autorizé al Gobierno
Regional de Arequipa realizar un “Plan de Accion” relacionado a la calidad del aire.

El resultado estadistico de dicho estudio indic6 que producto de la contaminacion por
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MP, la poblacion infantil se encontraba afectada frecuentemente por patologias
neumoldgicas conocidas como Sindrome de Obstruccion Bronquial Aguda (SOBA) y

Asma Bronquial®.

En la actualidad el MP que incluye PF25um y PUFo.1um, €s estudiado a nivel mundial
ya que estdn presentes en el medio ambiente en gran numero y podrian explicar

algunos de los efectos tdxicos encontrados en enfermedades respiratorias.

Es asi que estas particulas podrian contribuir principalmente en los efectos nocivos
causados por la contaminacion del aire, aunque los mecanismos bioldgicos atn no han

sido enteramente comprendidos®.

Ademas, diferentes estudios han demostrado que la contaminacion por nano o0 micro
particulas atmosféricas puede desencadenar enfermedades pulmonares inflamatorias
crénicas, sin embargo, los mecanismos de inicio y mantenimiento de la inflamacidn

bronquial atn estan en estudio®?1,

Los resultados de las investigaciones toxicoldgicas realizadas in vivo e in vitro durante
el 201749 han mostrado que, las PF2sum Y PUFo.1um, producen una gran respuesta

inflamatoria e inducen a varios tipos de efectos toxicos adversos.

Por lo tanto, este estudio busca demostrar que, al realizar una exposicion de particulas
atmosféricas a células pulmonares, estas podrian desencadenar una respuesta oxidativa
bioldgica, poniendo en manifiesto una alteracion en el funcionamiento y desarrollo,

esto puede incluir muerte celular.
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CAPITULOI

1. PLANTEAMIENTO TEORICO

1.1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los efectos toxicos causados por particulas atmosféricas finas con un
diametro de 2.5um (PF25.m) Y particulas atmosfeéricas ultra finas con un didmetro

de 0.1pum (PUFo.1.m), en células epiteliales bronquiales (CEBH).
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar que la caracterizacion fisicoquimica de las PF2 sum Y PUFo.1umen la zona
urbano-industrial de Dunkerque presenta diversos compuestos nocivos, incluso

reactivos (derivados ciclicos aromaticos y metales pesados).

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

atmosfeéricas finas (PF25.m) Y particulas atmosféricas ultra finas (PUFo.1 um)

3. Evaluar la morfologia de los organulos presentes en células CEBH, considerando
la internalizacion de las particulas atmosféricas finas (PF2s.m) Yy particulas
atmosfericas ultra finas (PUFo.1um)

4. Cuantificar en la linea celular CEBH la respuesta antioxidante considerando la
sobreexpresion de proteinas (NRF2, GPX, HO1, NQOL).

1.2. LA CONTAMINACION ATMOSFERICA.
1.2.1. Definicidn

La contaminacion ambiental, implica la presencia en el ambiente (aire, agua o suelo)
de cualquier agente (fisico, quimico o biolégico), que pueda ser nocivo o perjudicial
para la salud, la seguridad o el bienestar de la poblacion®. En esta investigacion la

contaminacion del aire es de especial interés.
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Actualmente existen diferentes definiciones sobre la contaminacion del aire, pero es
dificil encontrar una definicion general, ya que hay que distinguir primero el origen de
la contaminacion. Segun la OMS considerando la ISO 14644-1 clase 8 (Clasificacion
de la limpieza del aire por concentracion quimica), define a la contaminacion del aire
como “La introduccion de contaminantes en un medio liquido o gaseoso”™. Se ha
considerado que la contaminacion del aire existe como una mezcla compleja y que los
efectos atribuidos al ozono (Os), didxido de nitrdgeno (NO2) o material particulado
(MP) pueden estar influenciados por la toxicidad subyacente de la mezcla completa de

todos los contaminantes del aire®®.

De acuerdo con el articulo 2 de la Ley de Aire y el Uso Racional de la Energia
(LAURE) del Cédigo del Medio Ambiente Francés, se considera contaminacion 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, dafiar los recursos vivos, ecosistemas, bienes materiales, olores

excesivos e impactar sobre el cambio climatico®.

El Ministerio del Ambiente en Per( ha definido a la contaminacion del aire como una
alteracion 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 0 sOlidas que no son componentes de la atmdsfera, éstas son producidas
principalmente por la actividad humana®.

El resultado de la actividad humana se le conoce como contaminacion antropogénica
y es una parte importante de la contaminacion del aire®. Otro tipo de contaminacion
es la de origen natural como el humo de los volcanes (que puede contener particulas y
oOxido de azufre), incendios forestales, erosion, fendmenos biologicos relacionados con

el suelo y océanos o el polen que es en si minoritario®.
1.2.2. Multiples contaminantes del aire

Los contaminantes del aire se clasifican en dos grupos: Gases y particulast”. Por un
lado, estan los de material gaseoso como el ozono (Oz), didxido de azufre (SO2),
mondxido de carbono (CO) y el amoniaco (NH3) y, por otro lado, los contaminantes

en forma de particulas, agrupados bajo el nombre de material particulado (MP) que
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reline a todos los contaminantes presentes en la atmosfera en forma de solidos y
liquidos®.

Los contaminantes en forma de particulas se clasifican en particulas biologicas
(mohos, virus, parasitos, bacterias, esporas, caspa de animales, polen, entre otros.),
particulas no bioldgicas (humo, polvo, metales pesados, is6topos radiactivos, etc.) y
gases (humos de adhesivos, productos derivados del petrdleo, pesticidas, pintura y

productos de limpieza, radon etc.)”

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

dioxido de nitrégeno (NO2), ozono (03) y didxido de azufre (SO2)©.

Existen contaminantes del aire que son considerados “toxicos” y generalmente estan
presentes en el aire a concentraciones relativamente bajas®?. Sin embargo, son muy
toxicos incluso en bajas concentraciones, con la propiedad adicional de persistencia
duradera, por lo que también se les llama contaminantes peligrosos del aire. Estos
contaminantes toxicos incluyen compuestos organicos volatiles como el formaldehido,
tolueno y xileno, asi como semi-volatiles, entre ellos los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP)!9. Varias fuentes de toxicos en el aire son las emisiones de
vehiculos motorizados, emisiones industriales, productos de combustible quemado y
materiales como pinturas y adhesivos en edificios nuevos. Ademas, hay una subclase
de toxicos del aire llamados compuestos organicos reactivos que contribuyen a la
formacion de ozono. Estos son altamente toxicos y contribuyen significativamente a

la formacion de smog fotoquimico®.

Los contaminantes del aire se presentan de forma fija o movil. Una fuente fija serd una
fuente que permanece en una ubicacion geografica especifica (como una fabrica),
mientras que para una fuente movil sera posible observar variaciones geogréaficas
(como el trafico por carretera)*V. Algunos contaminantes pueden pertenecer a una
fuente especifica, como los pesticidas para la agricultura o los nitroxidos (NO) en

combustiones de los motores convencionales o en cohetes®?,

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?,

® Agricultura
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Figura 1: Distribucion de emisiones por sector de actividad en la region 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 relacion a la
contaminacion como por ejemplo la industria (que emite el 90% de arsénico), la
transformacion energética (que emite entre 60% del didxido de azufre y el 80% de
todo el niquel emitido), o el transporte por carretera (que emite alrededor del 60% de

dioxido de nitrogeno).

Los contaminantes atmosféricos establecen un ciclo, que comienza con la emisién de
diéxido de nitrégeno, amoniaco, dioxido de azufre o material particulado de 2.5 pm
(MP2sum) primarios de origen antropogénico o natural, después estos son
transportados o dispersos por el viento segun el destino atmosférico*?. Por medio de
una conversion quimica en el aire dioxido de nitrégeno, amoniaco y dioxido de azufre

se transforman en aerosoles secundarios®?.

Los contaminantes secundarios ya convertidos caen al suelo o el mar por lixiviacion
de la lluvia o por deposicion seca del viento. Una vez en el suelo, las condiciones
climaticas (sol y viento) dispersan a los contaminantes convertidos para reanudar el

ciclo de re-dispersion en la atmosfera? (Figura 2).
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Posteriormente, la poblacion humana puede inhalar MP, lo que lleva a un mayor
nimero de casos de mortalidad y dafios finales a la salud humana®?.

Emisiones + Dispersion + Transformacién == Inmisiones
(rarsporne y o bufenda) amica)

Contaminantes secundarlos
Contaminantes primarios
HZSO‘ Humedad

co Y w0
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Figura 2. El ciclo de la contaminacion del aire.
Fuente: IDEAM, (2018)

1.2.3. Material particulado

El material particulado (MP) esta definido por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (USEPA) como una mezcla compleja de particulas y gases
extremadamente pequefios que pueden contener elementos &cidos, sustancias

organicas, metales, polvo y suciedad®.

El MP es conocido también como aerosol atmosférico™®. Es una mezcla compleja de
sustancias en estado sélido y/o liquido suspendidas en el medio gaseoso
atmosférico®™. Este aerosol atmosférico es emitido por una variedad de fuentes
naturales, las cuales pueden influir en el tamafio, en la superficie especifica, densidad

y composicion quimica del MP(2),

Las principales fuentes que contribuyen a la composicion de este MP pueden ser
procesos antropogeénicos y fuentes naturales como residuos biolégicos formados por
restos de vegetales, polen, esporas y diversos microorganismos asi también la
oxidacion de gases como el didxido de azufre (SO2) producido por volcanes o el
dimetil sulfuro emitido por los océanos®. Los grandes espacios forestales y su
produccion de material organicos emitido por las plantas también es considerado como

factor importante®,
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El MP primario de origen antropogénico puede manifestarse en diversas actividades
industriales como la construccion, mineria, fabricas, cerdmicas, fundicion, combustion

de carbon (cenizas volantes), ladrilleras y emisiones fugitivas®®.,

El MP secundario de origen antropogénico principalmente esti formado por sulfato,
nitrato y carbono contenido en la fraccion organica®®. El sulfato se forma a partir de
precursores gaseosos como el dioxido de azufre SO, emitido por la combustién de
carbdn en plantas de generacidn de energia y otras actividades industriales y el nitrato
es principalmente emitido por los automoviles y algunos procesos industriales®®. Las
grandes extensiones de cultivos, la combustion de biomasa y combustibles fésiles
constituyen importantes fuentes de precursores de vapores organicos de aerosoles
orgénicos secundarios®”. Estos contaminantes interactlian constantemente entre si y
con los componentes de la atmosfera logran cambiar de estado, aglomerarse,
sedimentarse o adsorber moléculas en su superficie®® (Tabla 1).

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

Contaminante Formacion Estado Fisico Fuentes
Particulas en Primaria 'y Sélido, - Vehiculos.
suspension (MP): MPuo secundaria. liquido. - Procesos
Humos negros industriales.
- Humo de tabaco.
Dioxido de  Azufre Primaria. Gas - Procesos
(SO2). industriales.
- Vehiculos.
Dioxido de Nitrogeno Primaria 'y Gas - Vehiculos.
(NO2) secundaria. - Estufas y cocina de
gas.
Monoxido de Carbono Primaria Gas - Vehiculos.
(CO) - Combustiones  en
interiores.
- Humo de tabaco.
Compuestos organicos Primaria 'y Gas - Vehiculos.
volatiles (COVs) secundaria. - Industria.

- Humo del tabaco.
- Combustiones  en

interiores.
Plomo (Pb) Primaria Sélido - Vehiculos
(Particulas - Industria.
finas)
Ozono (O3) Secundaria Gas - Vehiculos

(secundario a foto-
oxidacion de NO2 y
COVS)

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud — Traducido, (2018)
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De acuerdo al ciclo de la formacion de los contaminantes atmosféricos, las particulas
pueden ser emitidas como tales a la atmdsfera (primarias) o bien ser generadas por
reacciones quimicas (particulas secundarias), a través de mecanismos de formacion®?
(Figura 3).

El mecanismo de formacion de las particulas gruesas (mayores a 2.5um) se produce
por la ruptura mecanica de particulas s6lidas mas grandes. La fraccion gruesa puede
incluir polvo de carreteras, procesos agricolas, suelo descubierto u operaciones
mineras, asi como materiales no combustibles liberados al quemar combustibles
fosiles (figura 3). La combustion de combustibles fdsiles como el carbon, el petréleo
y la gasolina puede producir particulas gruesas por la liberacion de materiales no
combustibles o como cenizas volantes, particulas finas de la condensacion de

materiales vaporizados durante la combustion?),

Las PF (de o.1um hasta 25.m) se forman principalmente a partir de gases®®). Las PUF
(hasta o0.1um) se forman por nucleacion, que es la etapa inicial en la cual el gas se
convierte en una particula. Estas particulas PF25um y PUFo.1um pueden crecer hasta un
tamafio de 1.0um ya sea por condensacion, cuando se condensa el gas adicional en las
particulas, o por coagulacién, cuando dos 0 mas particulas se combinan para formar

una particula més grande®9),

MP.

g& Construccion

Caminos sin ‘

pavnmentar

®

Actmdades
industriales

£ Actividades agricolas %\

) Restos de insectos
y plantas

~Aali

]| 1Im

Figura 3. Mecanismos de formacion del Material particulado.
Fuente: CEMCAP @9, (2019)
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El tamafio del MP varia notablemente desde unos cuantos nanémetros (nm) hasta

varias decenas de micras (um) en funcion del origen y mecanismos de formacion©@®,

Debido a las diversas formas que presentan las particulas en el ambiente es complicado
caracterizarlas con una dimensién geométrica conocida. Por ello, se utiliza el didmetro
aerodinamico, este permite cuantificar la dimension del area y el tamafio de la
particula®. Este diametro es diferente al diametro real (también Illamado diametro
geométrico), pero es igual al didmetro de una particula esférica de densidad unitaria
que tiene la misma velocidad terminal que la particula considerada, independiente de
su forma, o densidad bajo condiciones de temperatura, presion y humedad

existentes@D),

A partir de este parametro, se han establecido tres categorias principales de material
particulado (MP)@??):

— Material particulado cuyo didmetro es mayor a 2sum Y menor o igual a 1oum
(MPlOum).

— Material particulado conocido como particulas finas (PF2.5um), cuyo diametro es

mayor a 0.1um y menor igual a 2.5um.

— Material particulado conocido como particulas ultra finas (PUFo1um) cuyo

diametro es menor igual a 0.1um.

El uso de este concepto permite también determinar el transporte, los procesos de
remocion en el aire y en superficies, asi como la trayectoria de las particulas dentro del
sistema respiratorio. El tamafio de las particulas suspendidas es una caracteristica muy
importante, porque mientras mas pequefio sea su diametro aerodinamico mayor sera

su capacidad de penetrar a areas mas profundas del sistema respiratorio® (Figura 4).
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Figura 4: Diferencia entre los tamafios de las particulas PF25 um PF1g pum.

Fuente: United States Environmental Protection Agency, (2019)
1.2.4.Composicion fisicoquimica del MP

Los factores que describen al MP son: La diferencia en el diametro aerodinamico,
variabilidad en la composicion de particulas y diferentes dosis. Es muy importante el
estudio de la composicion de las particulas, a pesar que es un factor que varia
constantemente, pero dependiendo de las sustancias que lo componen, los efectos en

la salud pueden ser diferentes®@,

De acuerdo con Morakinyo-Mayowa (2016) los principales componentes de las PF2s
um Son materiales minerales (0xidos de aluminio, calcio, silice, titanio, hierro,
magnesio, manganeso, sal y potasio), materiales organicos (bacterias, endotoxinas,
hongos), sales marinas (sal o calcio), oligoelementos metalicos, carbono elemental o
incluso aerosoles inorganicos (sulfatos, nitratos, amonio) (25). La Tabla 2 muestra la
composicion promedio de MP ng/m® de diferentes partes del mundo. Esta tabla
muestra la variabilidad en la composicién de MP dependiendo de su origen. Por
ejemplo, al observar el elemento hierro (Fe), se observa una variacion entre la tasa de
Hénin-Beaumont (Francia) a 308 ng/m® y la de Shanghai (China) a 2690 ng/m®. La
tasa encontrada en China es casi 9 veces mayor que la de Hénin-Beaumont. Ademas,

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

en comparacion con Hénin-Beaumont. Este fendmeno de variabilidad se explica por

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

variabilidad temporal ),

Tabla 2. Comparacion de las concentraciones elementales promedio en MP1o

(ng/md).
Sitio de  (Lamaison, (Robache, (Le floch, (Querol, (Voutsa, (Zhene,
estudio  2006) 2006) 2004) 2002) 2002) 2004)
Dunkerque, Hénin- Francia, Aglomeracién  Tesalonica, Shangai,
Periodo Francia. Beaumont, Toulon. de Barcelona, Grecia. China.
Junio 2003 a Francia. 2001 a Espafia. 1999 2001 a
febrero 2005. 2004 a 2005. 2002 a 2001 2002
Al 270 207.6
As 5.09 1.02 2.4 42.1
Ba 6.8 32.4 8.4 38 2479
Ca 862 366 1340.4 2250 9634
Cd 1.32 1.7 0.46 0.9 10.9
Co 0.55 2.4 2.8
Cu 12.6 13.7 19.1 74 36 171
Fe 977 308 577.3 890 2159 2690
K 674 189 137.4 560 836 3331
Mg 242 117 145.8 290 1984
Mn 147 9.5 13.5 24 28 186
Na 1550 1036 1361.6 940 573 1257
Ni 12.4 7 11 13.9
Pb 374 69.5 7.5 149 62 515
S 1784 1439 6461
Sb 2.3 3.4 3.2 22.7
Sr 3.31 1.9 7 33.2
Ti 27 41.6 6.2 50 221
\Y% 18.3 6.1 6.9 13 39 17.6
Zn 80 99.9 78.6 250 212 1406

Fuente: Lamaison, (2006)

En Pert en la ciudad de Huancayo se realiz6 en el afio 2007 un analisis de variabilidad

de las concentraciones presentes en el MP®@),

Como se aprecia en la Tabla 3 el promedio para el MP en el centro de Huancayo fue
de 6454 ng/m® superando el Estandar de Calidad Ambiental (ECA) anual (5000 ng/m?)
en mas del 29%. Respecto a la composicion 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 MP1q, los metaloides (Si, As y Sb) el 7,5% del peso del MP1o, y

los no metales (S, CI, P, Bry Se) el 1,9% del peso del MP1o. Los cinco elementos méas

abundantes del MP1o 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 MP1o (ng/m®) (Huancayo, agosto
2007 hasta mayo del 2008. Peru).

Sitio de estudio Huancayo - Peru, Sitio de estudio Huancayo - Perd,
Periodo agosto 2007 a mayo Periodo agosto 2007 a mayo
del 2008 del 2008
Si 2420 As 30
Ca 1250 Sb 10
Al 1070 P 10
Fe 730 Cu 10
K 610 Cd 0.40
S 550 Sr 4
Cl 290 Zr 2
Na 100 \V 3
Mg 1100 Rb 2
Ti 70 Br 2
Zn 30 Cr 2
Mn 20 Y 3
Pb 30 Ni 2
Se 1

Fuente: Estandar de Calidad Ambiental (ECA) Huancayo ), (2007)

El MP tiene una profunda influencia en la salud publica, visibilidad atmosférica
(smog) conservacion de los materiales artificiales (corrosion) y en el clima de un lugar.
En la salud publica, por ejemplo, muestra una fuerte correlacion estadistica positiva
entre la toxicidad del MP y las enfermedades respiratorias agudas®®®; siendo Lima,
capital del Peru, una de las ciudades con mayor frecuencia de asma en nifios por el MP
proveniente de emisiones del parque automotor®”. Por tal motivo, la caracterizacion
quimica y vigilancia permanente del MP es basica e importante porque nos brinda
informacion para la elaboracion de estrategias y planes de control y mitigacion del
MP@),

1.2.5.Nanoparticulas de ZnOy TiO2

El uso de las nanoparticulas (NP) y nanomateriales se ha incrementado
vertiginosamente en los campos de la electrdnica, la Optica, la industria alimentaria,

textil, del cemento, plésticos, y en la medicina®®,

Un caso particular se presenta con las NP de 6xido de zinc (ZnO) y de dioxido de
titanio (TiO2) ampliamente requeridas en la industria alimentaria y en el sector

salud®@®),
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No obstante, al igual que con otras NP, las NP de ZnO, SiO y TiO> han sido sefialadas
como potenciales agentes perjudiciales para la salud humana y el medioambiente.
Estudios previos para estas tres NP han reportado su efecto citotdxico en los
fibroblastos pulmonares humanos, un efecto inflamatorio en las células intestinales
mediante la produccion elevada de especies reactivas de oxigeno (ERO) asi como
también efecto genotoxico y citotoxico en modelos vegetales. Por estas evidencias, los
autores recomiendan una extrema atencién para el uso seguro de estos

nanomateriales®®,

1.2.6. Analisis quimicos para la determinacion de la composicién fisicoquimica del
MP

El andlisis de particulas atmosféricas fraccionadas por su tamario se ha realizado en el

pasado con técnicas inorganicas y organicas diferentes®@,

Los métodos rapidos, sensibles y de elementos multiples (o para el analisis organico
de componentes mdltiples), no son sélo 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 contaminacion y las
diferentes fuentes de contaminacion. Ademas, medir mas elementos o componentes, a
menudo no aumenta significativamente los costos analiticos, pero aumenta en gran

medida la utilidad de los resultados®?.

Otro factor importante es la especificidad. Existe un creciente interés en los métodos
analiticos capaces de identificar los compuestos quimicos reales en los que existen

oligoelementos potencialmente toxicos en el aerosol.

Esta area del andlisis de especiacion es realizada a menudo con métodos analiticos con
guiones (combinacién de una técnica de separacion basada en cromatografia, como
cromatografia de gases, con un método de deteccion espectroscépico especifico, como
espectrometria de absorcion atémica). La deteccion microscopica o sensible a la

superficie de impurezas elementales y organicas es otra area de avance rapido®®.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

1.2.7. Analisis Inorganicos

Algunas de las técnicas analiticas mas exitosas derivan sus ventajas de la ausencia de
separaciones quimicas o de disolucion del material sélido. Para el analisis inorganico,
la disolucion de la materia particulada no es siempre una tarea trivial. Por lo tanto, los

métodos de analisis directos no destructivos tienen una ventaja definitiva®,

El analisis elemental de las muestras de particulas de contaminacién del aire es un
problema ya que, la cantidad total de muestra de material suele ser pequefia (escala en
mg). Esta pequefia muestra contiene una amplia gama de elementos (y compuestos)

potencialmente interesantes a niveles de concentracion variables®®),

Los analisis rutinarios mas utilizados en particulas del aire son: Analisis de activacion
de neutrones (AAN), andlisis de fluorescencia de rayos X (AFX), emision de rayos X
inducida por particulas (ERXIP), espectrometria de absorcion atémica (EAA),
espectrometria de emision de plasma acoplada inductivamente (EEA-ICP) vy

espectrometria de masas (MS)®?.

Tres de estos métodos (AFX, ERXIP y AAN o AAN) permiten el analisis
multielemental no destructivo de muestras sélidas y pueden aplicarse sobre las
particulas de aerosol a medida que se muestrean en un filtro o una superficie
impactada®®®. AAN sufre de la disponibilidad limitada (y decreciente) de reactores de
investigacion. EAA, aunque es una técnica de un solo elemento y tiene el hecho de
que el elemento analito debe ser puesto en solucion antes del analisis, es quizas el
método mas ampliamente utilizado para el analisis de aerosoles, especialmente en la
variedad electrotérmica de horno de grafito (ET-EAA) en lugar de la atomizacion de
llama tecnolégicamente mas simple®®. Debido a su modesto costo, simplicidad de
operacion y su alta sensibilidad para una serie de elementos toxicol6gicamente
importantes (por ejemplo, Cd, Hg y Pb), la espectrometria de emision de plasma
acoplada inductivamente acoplado a espectrometria de masas (ICP - MS), ahora se
considera un método atractivo y versatil a pesar del hecho de que las particulas deben

disolverse (o extraerse) antes del analisis®?.
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La composicion quimica elemental de cada muestra de particulas se evalia mediante
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (EEA-ICP). Esta

técnica permite medir la cantidad de elementos buscados en una muestra®V.

A menudo se aplican otros métodos en situaciones especificas, como la
voltamperometria de separacion anodica (VSA) y diversas formas de espectrometria
de masas de dilucion isotépica (EMDI)?®. La espectrometria de fluorescencia atémica
excitada con laser (EFA) tiene una sensibilidad extrema en comparacion con otras

técnicas espectrométricas®?,
1.2.8. Andlisis Organicos.

La variedad de compuestos organicos presentes en el aerosol es enorme, por eso la
medicion de bajas concentraciones de compuestos organicos en la atmosfera ha sido

objeto de investigacion durante muchos afios®?.

Los métodos de medicion ahora estan bien establecidos para compuestos organicos
volatiles (COV) relativamente no polares como los hidrocarburos clorados y
aromaticos. De estos compuestos se toman muestras de forma rutinaria de la fase
gaseosa del aire con recipientes de acero inoxidable seguidos de pre-concentracion de
muestras criogénicas, separacion por cromatografia de gases (CG) y medicion con un
detector sensible. La deteccion se basa en ionizacién de llama o espectrometria de

masas (MS) y separaciones mas complejas como por cromatografia liquida (CL)@®).
1.2.9. Andlisis por métodos de haz de electrones.

Los métodos analiticos sufren una limitacion importante causada por el hecho de que
incluso después de la clasificacion por tamafio, las particulas ambientales son
morfolégica y quimicamente bastante heterogéneas. Por lo tanto, en tales estudios es
imposible diferenciar entre una alta concentracion de un componente dado presente en
solo unas pocas particulas o alternativamente una baja concentracion presente en todas

o la mayoria de las particulas®V.

Se pueden aplicar varias técnicas micro-analiticas al analisis de muestras ambientales.
Tales micro-andlisis pueden revelar si un elemento o compuesto especifico esta

distribuido uniformemente sobre todas las particulas de una poblacion o si es un
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componente solo de un grupo especifico de particulas. A veces, incluso se puede inferir
la distribucion del elemento dentro de una sola particula. De esta forma, se vuelve méas
sencillo asignar particulas a fuentes de emisidn especificas (analizando particulas con
una composicion o forma especifica), mientras que a menudo se puede derivar
informacion méas refinada sobre los mecanismos de fuente y las reacciones

superficiales heterogéneas?,

El microscopio mas convencional es el electrénico analitico (MEA), el cual
actualmente ha evolucionado hacia instrumentos especializados, tales como el
microscopio electrénico de barrido con andlisis de rayos X (MEBX), el microscopio
electronico de transmision de barrido (METB) y el micro-analizador electrénico que
incorporan analisis de rayos X dispersivos de longitud de onda (LO) y / o dispersivos
de energia (DE)®@.

Ademas, existen las posibilidades de medir los electrones transmitidos en el
microscopio electronico de transmision (MET), ahora con una resolucion lateral a
nivel atdmico®®. El area seleccionada de difraccion de electrones (SAED) proporciona
informacion estructural a nivel microscopico. En los espectrometros de pérdida de
energia de electrones (EPEE) existen posibilidades para obtener informacion quimica
a través de la medicion del espectro de energia de electrones, asi como su imagen en
imagenes de pérdida de energia de electrones (IEE)®®. Los fotoelectrones
proporcionan informacion sensible a la superficie en microscopios de escaneo Auger
(MEA) y espectrometros de fotones de rayos X (EFX, o EEAQ, espectroscopia

electronica para analisis quimico)©?.

Los métodos con excitacion electronica dan lugar a una alta resolucion espacial, ya
que el haz de electrones excitante puede enfocarse en una sonda de 10 nm de diametro
y luego escanearse sobre la muestra®.

EFX es una herramienta poderosa para la investigacion del estado quimico en la
superficie de la particula que explota los cambios de energia de union del fotoelectrén,
mientras que la informacion en profundidad se puede obtener por pulverizacion de haz

de iones®Y,
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Para analizar la composicion de la superficie de PFasum Y PUFo.1um Se utiliza la
espectrometria de fotoelectrones de rayos X (EFX)@D,

Esto implica irradiar la muestra usando rayos X monocromaticos que ionizaran los
atomos en la superficie de la muestra. Esto provoca la liberacion de electrones y a
través del espectrometro se analiza el "nimero de electrones emitidos en un intervalo

de energia en funcion de la energia de enlace de electrones™??,

1.2.10. Contexto epidemiologico

El impacto sanitario de las particulas atmosféricas ha sido investigado en numerosos
estudios epidemioldgicos como un tema relevante y de suma importancia®®. En
efecto, varios estudios muestran que la exposicion a los contaminantes atmosféricos
puede estar asociado con el incremento de enfermedades respiratorias,
cardiovasculares y muertes®. En octubre del 2013, el Centro Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (CIIC), concluy6 que la contaminacion por MP era
cancerigena para los humanos y relaciond la contaminacion del aire con el aumento de

incidencia de cancer al pulmén©.

En marzo del 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indicé que mas de 7
millones de personas murieron prematuramente desde el 2014 a causa de la exposicion
a la contaminacion del aire®*. Estas cifras confirman que la contaminacion del aire es

ahora y serd mas adelante un evidente riesgo para la salud en el mundo®®.

Estudios realizados entre los afios 2002 y 2007 en la ciudad de Grande- Synthe ubicada
en la costa de Dunkerque, Francia, (regién sujeto de estudio) indicaron que la tasa de
exposicion porcentual por unidad de tiempo fue del 20% para PF y 50% para PUF®®),

Segun la OMS la contaminacion del medio ambiente en todo el mundo provoca 29%
de las muertes por cancer de pulmén, 17% de las muertes por infeccion aguda de las
vias respiratorias inferiores, 24% de las muertes por accidente cerebrovascular, 25%
de las muertes por cardiopatia isquémica y 43% de las muertes por enfermedad
pulmonar obstructiva crénica®). La exposicion de gestantes a la contaminacion del
aire, se asocia con resultados adversos como partos prematuros y nacimientos de edad
gestacional pequefia. La evidencia emergente también sugiere que la contaminacion
del aire ambiente puede afectar el desarrollo neuroldgico en los nifios y desencadenar
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Diabetes Mellitus. En nifios y adultos, la exposicion tanto a corto como a largo plazo
a la contaminacion del aire ambiental puede conducir a una funcion pulmonar

reducida, infecciones respiratorias y asma agravado®?),

A pesar que los efectos indeseables a corto o a largo plazo de la contaminacion sobre
la salud del ser humano han sido demostrados, existe una gran concentracion de
particulas PUF que estan en evaluacion, ya que posiblemente produzcan efectos

toxicos sobre la salud®®),
1.3. APARATO RESPIRATORIO

El aparato respiratorio (AR) es un sistema biologico que consiste en 6rganos y

estructuras especificos utilizados para la respiracion de un organismo (Figura 5).

Aparato respiratorio

Fosas nasales

Orificlos nasales

Faringe o narinas
Boca
Traquea
Pulmén \
derecho Pulmén
izquierdo
Bronquios
Bronquiolos
— Alvéolos

Figura 5: Esquema del aparato respiratorio.
Fuente; easy anatomy, (2018)
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El AR es comunmente conocido por ocuparse del intercambio gaseoso; sin embargo,
su funcion es mucho mas compleja®”. Funcionalmente, las vias respiratorias se
dividen en dos zonas. La trdquea y las primeras 16 ramificaciones de las vias
respiratorias constituyen la zona de conduccion. La via aérea principal, la traquea, se
ramifica en dos bronquios®®. Cada bronquio entra en un pulmén y se ramifica muchas
veces en bronquios progresivamente mas pequefios, que, a su vez, forman bronquiolos.
La trdquea, los bronquios y los bronquiolos de la zona de conduccion tienen tres
funciones importantes que son calentar y humidificar el aire inspirado; distribuir el
aire de manera uniforme a las partes méas profundas de los pulmones y funcionar como
parte del sistema de defensa del cuerpo®. En los bronquiolos, el cartilago desaparece
por completo; estan suspendidos por tejido elastico en el paréngquima pulmonar y la
elasticidad del tejido pulmonar ayuda a mantener estas vias respiratorias abiertas. La
zona de conduccidn tiene su propia circulacion separada, la circulacion bronquial, que
se origina en la aorta descendente. El sitio donde se produce el intercambio de gases
son los sacos alveolares de las vias 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®?.
Los capilares pulmonares ocupan del 70 al 80% de la superficie alveolar, lo que los
convierte en el 6rgano con la red capilar més extensa en el cuerpo®®. Esta circulacion
pulmonar tiene un flujo sanguineo alto, debido a que recibe todo el gasto cardiaco.
Una rama arterial pulmonar acompafia a cada via aérea y se ramifica con ella. El tejido
alveolar tiene un peso total de 250 g, pero una superficie total de 75 m?, lo que hace
que este tejido sea idoneo para el intercambio de gases®?.

Las paredes alveolares tienen tres componentes importantes: El primero, que esta
formado por el endotelio capilar y la membrana basal. ElI segundo, el intersticio
pulmonar, el cual mantiene la integridad anatémica de este tejido con fibras de tejido
conectivo a base de colageno, las cuales proporcionan un soporte multidireccional
mientras permiten que se retenga la permeabilidad de las vias 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 esporadicas. El tercer componente es el epitelio alveolar, 95% del cual
consiste en neumocitos tipo | (o células tipo | planas) y neumocitos tipo 11 (o células
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tipo 1l redondeadas). De igual forma, algunos macrofagos alveolares generalmente se
encuentran libres dentro del espacio alveolar®.

A traveés de la respiracion, la inhalacion y la exhalacion, el sistema respiratorio facilita
el intercambio de gases entre el aire y la sangre y entre la sangre y las células del
cuerpo. EI AR cumple con cinco funciones claves@,

La inhalacion y la exhalacion pulmonar

El AR ayuda a la respiracion, también llamada ventilacion pulmonar. En la ventilacion
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 traquea hacia los pulmones. Luego se
exhala aire, que fluye de regreso a través de la misma via. Los cambios en el volumen
y la presion del aire en los pulmones desencadenan la ventilacion pulmonar®®.
Durante la inhalacion normal, el diafragma y los muasculos intercostales externos se
contraen y la caja toracica se eleva. A medida que aumenta el volumen de los
pulmones, la presion del aire disminuye y el aire se precipita. Durante la exhalacion
normal, los musculos se relajan, los pulmones se hacen mas pequefios, la presion del

aire aumenta y se expulsa el aire®.

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

sanguineo.

Dentro de los pulmones, el oxigeno se intercambia por desechos de didxido de carbono
a través del proceso llamado respiracion externa. Este proceso respiratorio tiene lugar
a través de cientos de millones de sacos microscépicos Ilamados alvéolos. EI oxigeno
del aire inhalado se difunde desde los alvéolos hacia los capilares pulmonares que los
rodean, se une a las moléculas de hemoglobina en los glébulos rojos y se bombea a
través del torrente sanguineo. Mientras tanto, el diéxido de carbono de la sangre
desoxigenada se difunde desde los capilares hacia los alvéolos y se expulsa a través de

la exhalacion®®,

La respiracion interna que intercambia gases entre el torrente sanguineo y los
tejidos corporales.

El torrente sanguineo entrega oxigeno a las células y elimina el diéxido de carbono
residual a través de la respiracion interna, otra funcion clave del sistema respiratorio.
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En este proceso respiratorio, los glébulos rojos transportan oxigeno absorbido desde
los pulmones alrededor del cuerpo, a través de la vasculatura®. Cuando la sangre
oxigenada llega a los capilares estrechos, los globulos rojos liberan el oxigeno, el cual
difunde a traves de las paredes capilares hacia los tejidos corporales. Mientras tanto,
el diéxido de carbono (CO2) difunde desde los tejidos hacia los glébulos rojos vy el
plasma. La sangre desoxigenada transporta el diéxido de carbono a los pulmones para

su liberacion®®),
La vibracién de las cuerdas vocales y crear sonido.

La fonacion es la creacion de sonido por estructuras en el tracto respiratorio superior
del sistema respiratorio. Durante la exhalacion, el aire pasa de los pulmones a través
de la laringe, o "caja de la voz"®®. Los musculos de la laringe mueven los cartilagos
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 tension
en las cuerdas vocales crea vibraciones mas rapidas y sonidos mas agudos. Una tensién

menor causa una vibracion mas lenta y un tono mas bajo®®).
El proceso de olfatear.

Este proceso comienza con las fibras olfativas que recubren las cavidades nasales
dentro de la nariz®). A medida que el aire ingresa a las cavidades, algunos quimicos
en el aire se unen y activan los receptores del sistema nervioso en los cilios. Este
estimulo envia una sefial al cerebro y las neuronas toman la sefial de las cavidades
nasales a través de las aberturas en el hueso etmoides y luego a los bulbos olfatorios.
La sefial luego viaja desde los bulbos olfativos, a lo largo del nervio craneal, hasta el

area olfatoria de la corteza cerebral@).

Todo el AR esta revestido y protegido por un mismo tejido llamado epitelio
pulmonar®“®. 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 funcién es proteger el revestimiento respiratorio por medio de tres
mecanismos de defensa, llamados tejidos linfoides, aclaramiento mucociliar y

aclaramiento de macrdfagos©?,
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1.4. COMPORTAMIENTO DE LAS PARTICULAS FINAS Y ULTRA FINAS
EN EL APARATO RESPIRATORIO.

Se considera que el comportamiento de las PF2.sum Y PUFo.1umen el aparato respiratorio
es peligroso para la salud®Y. Esto es por su aparente capacidad de eludir los
mecanismos de defensa del sistema respiratorio y por su alto nivel de concentracion

en pequefios volimenes del aire en el ambiente®,

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 particulas de mayor peso se depositen

en la mucosidad que recubre el epitelio olfatorio®Y).

Algunos parametros por los que el MP es retenido y depositado en el sistema
respiratorio son el comportamiento aerodindmico y fisicoquimico, sus caracteristicas
intrinsecas (densidad, carga, tamafio de particula, forma y naturaleza quimica de la
superficie), su carécter hidrofobico y también por su estructura geométrica y
caracteristicas del ciclo respiratorio (frecuencia del ciclo, la velocidad de flujo y la
turbulencia resultante del flujo de aire)“2.

Después de depositarse en el sistema respiratorio, las particulas solubles interactian
rapidamente con los tejidos y tienen un tiempo de vida mas corto. Esta fraccion soluble
se elimina rapidamente, sin embargo, los compuestos de estas particulas podrian
distribuirse sistémicamente en el organismo. En cuanto a las particulas insolubles, su

eliminacion depende de su region de depdsito en el sistema respiratorio®?).

El mecanismo de deposicion se puede dar por medio de cuatro procesos: Intercepcion,

sedimentacion, impacto y difusion®¥,

Deposicion electrostatica: Es un mecanismo de deposicion (Figura 6) que se
considera insignificante, ya que, se da en particulas cargadas y generalmente el MP
tiene una distribucién de car201.ga neutra.
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Impactacion
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Deposicién P
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Figura 6: Mecanismo de deposicion de particulas en el tracto respiratorio
Fuente: Frohlich. &Salar-Behzadi, (2014)

Intercepcion: Una particula es interceptada o depositada cuando viaja tan
cerca de una superficie de las vias aéreas que un lado de la particula toca la
superficie. Este método de deposicion es mas importante para fibras como por
ejemplo asbestos. El largo de la fibra determina en donde se interceptara la
particula. Por ejemplo: las fibras con un diametro de 1um y un largo de 200um,

se depositaran en el arbol bronquial?.

Impacto: Cuando las particulas estan suspendidas en el aire, tienden a viajar a
lo largo de su ruta original. Cuando hay una mezcla en el sistema de la via
aérea, por ejemplo, muchas particulas no giran con el aire, sino que mas bien
se adhieren a una superficie en la ruta original de la particula. La posibilidad

de impacto depende del aire, velocidad y la masa del particulado®.

Sedimentacion: Conforme las particulas viajan en el aire, las fuerzas
gravitacionales y la resistencia del aire eventualmente superan la ascendencia
(la tendencia de la particula a permanecer arriba). El resultado es que las
particulas se fijaran en una superficie del pulmon. Este tipo de deposicion es

méas comun en los bronquios y en los bronquiolos. La sedimentacion no es un
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factor importante cuando el didmetro aerodinamico de la particula es menor a

0.5um.

Difusion: EI movimiento aleatorio de las particulas es similar a las moléculas
de gas en el aire cuando las particulas son méas pequefias de 0.5um. Cuando las
particulas estdn en movimiento aleatorio, se depositan en las paredes de los
pulmones méas que nada por casualidad. Este movimiento se conoce también
como "movimiento browniano”. Entre mas pequefio sea el tamafio de la
particula, mas vigoroso sera el movimiento. La difusion es el mecanismo més

importante para deposicion en las vias aéreas mas pequefas y los alvéolos®).,

La mayoria de PFioum se asentaran en el nivel extra toracico (85% de la
respiracion nasal). Sin embargo, una parte de las particulas inspiradas por via
oral se depositaran en el nivel traqueo bronquial (alrededor de 10% de las
particulas). EI 90% de las PF2 sum inhaladas por via nasal se depositaran a nivel
extra toracico y las PFosum que ingresan por via oral, se depositaran
predominantemente en el nivel extra toracico, pero en aproximadamente un
25% a nivel alveolar y 20% a nivel traqueobronquial®”. Por altimo, en relacion
con las PUFo.1.m, existe una diferencia en la zona de descenso con una mayoria
de las particulas depositadas en los alveolos. Esto es debido a su pequefio
tamafio que les permite migrar mas profundo a lo largo de las vias

respiratorias®®.

Las particulas més finas (PUFo.1um) que migran profundamente, no pueden ser
eliminadas por la depuracién mucociliar, ya que no es efectiva en la region
bronquio alveolar. En este nivel, la fagocitosis garantiza la eliminacion a través

de los macréfagos alveolares, pero es un mecanismo mucho mas lento®“®).

Los macréfagos alveolares, son células libres en la superficie del epitelio
pulmonar, son los principales actores de la defensa no especifica de los
pulmones y un elemento esencial de la activacion del sistema inmune de los
pulmones contra un xenobi6tico®®. Esta activacion se logra a través de la
produccion y/o secrecion de citocinas que tienen un papel crucial en el proceso
inflamatorio®?.
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La acumulacién de PUFo1um (altamente carbonatadas) en los alvéolos
pulmonares, debilita la actividad fagocitica de los macrdfagos por saturacion.
Entonces, las particulas PUFo.1um no fagocitadas permanecen en el tracto
respiratorio y alteran el aclaramiento alveolar de sustancias inorganicas y

microorganismos®?.

Las particulas pueden permanecer y quedarse en el tracto respiratorio durante
meses®), Sin embargo, esta no es una barrera final ya que existen particulas
que atraviesan el epitelio pulmonar y alcanzan el sistema sanguineo. Por lo
tanto, los riesgos para la salud estan relacionados principalmente con
patologias respiratorias, pero también con patologias sistémicas®?). Este hecho
insta a que se realicen estudios toxicoldgicos in vivo e in vitro principalmente

en los pulmones y células pulmonares®?.

15. CELULAS INMORTALIZADAS EPITELIALES BRONQUIALES
HUMANAS (CEBH).

Las CEBH, pertenecen a una linea celular epitelial bronquial humana inmortalizada,
que se ha utilizado para modelar la funcién epitelial pulmonar durante mas de 30
afios®®. De acuerdo con la organizacion American Type Culture Collection (ATTC),
estas células CEBH se obtienen de la especie humana, “Homo Sapiens” y se
encuentran en el pulmon, especificamente en el bronquio. Son células de morfologia
epitelial, obtenidas de la autopsia de individuos no cancerosos. Son de tipo
transformado, ya que, se infectaron con un hibrido adenovirus 12-SV40 (Ad12SV40)
y se clonaron. Las CEBH son células que conservan la capacidad de experimentar una
diferenciacion escamosa en respuesta al suero, se pueden usar para detectar agentes

quimicos y/o bioldgicos y para inducir o afectar diferenciacion y/o carcinogénesis®®).

1.6. IMPACTO CITOTOXICO PRODUCIDO POR PARTICULAS
ATMOSFERICAS.

En los ultimos afios se ha destacado un punto comdn en cuanto al MP y es que éste
induce estrés oxidativo que desencadena una serie de eventos moleculares y celulares
con multiples consecuencias, como respuesta inflamatoria, modulacion de la
proliferacion y diferenciacion celular, incluso la induccion de la muerte celular®?, La
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produccion excesiva de especies de oxigeno reactivo (ERO) es la fuente de estrés que,
dependiendo de su intensidad, puede conducir a respuestas celulares progresivas y

lesiones significativas®®.

Al no ser expulsadas totalmente del organismo, las particulas producen ERO a partir
del proceso de disociacion de oxigeno®¥. Las particulas mas finas tienden a
aglomerarse para formar grupos (Figura 5) cuya superficie especifica serd mas grande
que una particula fina del mismo didmetro. Este fenGmeno se acompafia de un aumento
en la reactividad de la superficie, por lo tanto, un aumento en la produccion de ERO®?),
Ademas, la composicién de las particulas sera un factor determinante como en el caso
de las particulas ricas en metales de transicion (hierro, cobre) como las PFioum de
Shanghai®?. Estas producen radicales de hidroxilo altamente reactivos cuando los

metales en las superficies de las particulas sufren reacciones redox®?.

Las particulas que contienen compuestos organicos producen ERO cuando los
macrofagos las internalizan (Figura 7). Ademas, estas mismas particulas tendran la
capacidad de migrar a través de la barrera epitelial en contacto con el endotelio y
producir ERO alli (Figura7). Una vez producidos, los ERO produciran estrés oxidativo

y fenémenos inflamatorios©?.
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Figura 7: Mecanismo de toxicidad de las particulas atmosféricas en las vias

respiratorias.
Fuente: J Immunol®) (1999)
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La toxicidad por MP se asocia con la mezcla de otros contaminantes que se encuentran
en la atmosfera, como el ozono, didxido de azufre, 6xidos de nitrégeno, mondxido de

carbono y toxicos como el benceno, butadieno, o hidrocarburos(®?.

El ozono (Oz) es un gas oxidante altamente reactivo formado por reaccion fotoquimica
en el aire a partir de 6xidos de nitrégeno (NO) y compuestos organicos volatiles
(COV)®4_ 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 quimica, el 0zono no alcanza o penetra directamente en las membranas de
las células epiteliales, sino que interactta con los compuestos del liquido periciliario
que cubre el epitelio mucociliar de las vias respiratorias y el surfactante que alinea los
alvéolos®. Estos fluidos tienen propiedades antioxidantes y proporcionan una
primera linea de proteccion que, cuando se excede, permitira al 0zono, gracias a sus
dos electrones libres, oxidar directamente las moléculas bioldgicas como los acidos
grasos poliinsaturados, entre ellos, el &cido araquid6nico®®. Los productos de
degradacidn del acido araquiddnico son potentes atrayentes y promueven fuertemente
la migracion de neutrofilos a la superficie del tracto respiratorio. Cuando estas células
se activan, causan una nueva ola de estrés oxidativo que reducira ain mas las defensas
antioxidantes e inducira el dafio celular®”. En un nivel intermedio de estrés oxidativo,
la activacion de la cascada de quinasa y el factor de transcripcion Nrf, induce la

respuesta proinflamatoria®®).

La inflamacion del sistema respiratorio se asocia en gran medida con la hipersecrecion
de mediadores pro-inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por
las células epiteliales y los macréfagos alveolares®®),

Esta secrecion de mediadores por las células epiteliales respiratorias esta relacionada
con la induccidn de vias de sefializacién sensibles a los oxidantes, generalmente las de
las quinasas, que controlan la activacion de ciertos factores de transcripcion sensibles
al estrés oxidativo, incluido el factor nuclear-2-(Nrf2), el cual después de su migracion
al ndcleo, se une al promotor de genes diana, incluidos los de las citosinas pro-
inflamatorias"?.
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Nrf, participa en la activacion del elemento de respuesta a los antioxidantes (ERA).
Esto controla los genes para el metabolismo de las enzimas, como la hemooxigenasa.
Estas respuestas podrian desempefiar un papel en el fortalecimiento de la proteccion

antioxidante que ocurre durante la agresion de particulas®®),

Cuando la agresion es demasiado grande, la gravedad de las lesiones celulares no
permite el establecimiento de los mecanismos de adaptacion y luego involucra un

proceso de muerte celular por apoptosis o incluso por necrosisY.

La induccion de apoptosis se ha observado especificamente para macréfagos
alveolares en respuesta al estres oxidativo inducido por PFasym y PUFo1um. Estas

pueden acumularse en las mitocondrias y causar dafio mitocondrial 2.

Existe un equilibrio permanente en el cuerpo entre sustancias oxidantes como ERO y
mecanismos de defensa antioxidantes. Cuando se exceden los mecanismos de defensa,
apareceran reacciones inflamatorias; en la etapa final, puede ocurrir la muerte celular,

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

ViAS DE SENALIZACION

NRF,

MAP KINASA

MITOCONDRIA Eta pa I I I
Citotoxicidad

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 especifico aun, pero, fue descrito
en 1991 como un desequilibrio entre el equilibrio de pro-oxidantes y antioxidantes

(equilibrio redox) que puede conducir al dafio celular(®,

Segun la OMS, el estrés oxidativo es un fenémeno causado por un desequilibrio entre
la produccion y la acumulacion de ERO en células y tejidos y la capacidad de un

sistema bioldgico para desintoxicar estos productos reactivos®.

En condiciones fisiologicas, el oxigeno, esencial para la respiracion, produce
en las mitocondrias, especies reactivas oxigenadas (ERO) que en exceso

pueden afectar la integridad celular(®,

Las moléculas esencialmente compuestas de membranas celulares (lipidos,
carbohidratos y proteinas), en menor medida, el ADN, son el resultado del
metabolismo del oxigeno, especies quimicas que tienen uno o0 mas electrones no
apareados como el anion superoxido, radical hidroxilo, radical perdxido, entre
otros™. Es por eso que el ERO esté involucrado en multiples procesos bioldgicos
como el envejecimiento y la inflamacion, pero también en la patogénesis como la

carcinogénesis y la aterosclerosis("?.

Ademas de la transferencia de electrones del oxigeno a nivel mitocondrial, existen
otros factores enddgenos responsables de la produccion de ERO, como una alteracién
de la cadena respiratoria mitocondrial que interviene con el envejecimiento o durante
los fenémenos de isquemia’. La activacion de las células inmunes también es una
fuente importante de produccion de ERO. De hecho, la presencia de agentes extrafios
activa los macrofagos, lo que conduce a un aumento en el consumo de oxigeno
(llamado empuije respiratorio)’®. Este oxigeno, a través de la accion de procesos
enzimaticos, se transformara en radicales libres que atacaran no solo al agente extrafio

sino también a los tejidos sanos(’®).

También hay factores exdgenos que conducen a la produccién de ERO 'y, por lo tanto,
a una induccidn del estrés oxidativo. Estos factores son la exposicion prolongada al
sol y a la radiacion, el contacto con carcindgenos, fumar, tomar medicamentos

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

gaseosos (NO2, Os3) y particulas de aire®?),

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

antioxidante, la inflamacion y la toxicidad(".
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 reduccién de los niveles de ERO; por lo tanto, la regulacion redox de
los factores de transcripcion es significativa para determinar el perfil de expresion
génica y la respuesta celular al estrés oxidativo"®. Muchos sensores y vias de peréxido
de hidrdégeno se activan convergiendo en la regulacion de factores de transcripcion,
incluidos AP-1, Nrf,, CREB, HSF1, HIF-1, TPs3, NF-kB, Notch, SP1 y CREB-1, que
inducen la expresion de un nimero de genes, incluidos los necesarios para la
desintoxicacién de moléculas oxidantes y para la reparacion y mantenimiento del
homeostasis celular, controlando multiples funciones celulares como la proliferacion,

diferenciacion y apoptosis celular("®,

1.6.2.1.El Factor de Transcripcion: Factor 2 relacionado con el factor nuclear
eritroide-2 (Nrf2).

El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf;) es un factor de
transcripcion sensible a redox que regula la expresién de una variedad de genes
antioxidantes y de desintoxicacién a través de un elemento de respuesta antioxidante.
Se ha demostrado que Nrf, protege varios tipos de células contra la lesién aguda y

cronica que acomparia al estrés oxidativo®,

Nrf, es un factor de transcripcion de la familia de cremalleras de leucina y Keapl
(proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch). Keap 1 es el represor especifico, responsable
del secuestro de Nrf; en el citoplasma®®. Estas dos proteinas median la respuesta
celular al estrés oxidativo y a los xenobiéticos electrofilicos®?. Entre los genes diana
regulados por Nrf se incluyen enzimas antioxidantes, involucradas en la conjugacion
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electréfila, la homeostasis del glutation, la produccion de equivalentes reductores, la
funcion del proteasoma y otros®3).

En la célula, la regulacion de los niveles de Nrf, y su actividad se produce en varios
niveles, incluida la transcripcion, traduccién, degradacion, translocacién y
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion®. Uno de los mecanismos
mas importantes que determinan el aumento de los niveles de proteina Nrf, implica
una disminucion de la tasa de degradacion de la proteina Nrf,. En ausencia de
condiciones de estrés, las concentraciones celulares normalmente bajas de Nrf, se
mantienen por degradacion proteasomica, a través de un mecanismo dependiente de
Keapl-Cullin 3-Rocl, en el que Keapl sirve como la subunidad del adaptador de

sustrato en la holoenzima E3.

La activacion de Nrf. le permite escapar de la prote6lisis y acumularse rapidamente en
el ndcleo que induce sus genes diana®). Keap1 es una proteina rica en cisteina (Keapl
humano y murino contiene 27 y 25 residuos de cisteina, respectivamente) y, por lo
tanto, las modificaciones en los residuos de esta proteina que contienen sulfhidrilo
producen cambios conformacionales®. De hecho, las condiciones de estrés oxidativo
y muchos productos quimicos exdgenos alteran el estado redox de los residuos de

cisteina Keapl.

Como consecuencia, hay una desestabilizacion del complejo Keapl / Nrf2, evitando la

degradacion de Nrf2, lo que permite la translocacion de Nrf. al niicleo®,
1.6.2.2.Activacion de Proteinas

Tras la exposicion de las células al estrés oxidativo o compuestos electrofilicos, Nrf,
esta libre de Keapl y se transloca en el nucleo para unirse a elementos sensibles a
antioxidantes en genes que codifican enzimas antioxidantes como Glutation
peroxidasa (GPX), hemo oxigenasa-1 (HO1), quinona oxidorreductasa (NQO1),
glutamato-cisteina ligasa modificadora (GCLM), e inhibidor del transportador del
glutamato (XCT)®®. El aumento de la expresion de estas enzimas o proteinas juega un
papel clave en la mediacion de la desintoxicacion celular, la antioxidacién y los efectos

antiinflamatorios®9,
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a) Glutation Peroxidasa (GPX)

El glutation peroxidasa es una de las enzimas que participa en la transformacion
de ERO, catalizando la reduccion del perdxido o lipoperoxido, para lo cual utiliza

como agente reductor al glutation reducido®?,

Las enzimas GPX son las principales enzimas antioxidantes que eliminan el
peroxido de hidrdgeno o los hidroperoxidos organicos y, por lo tanto, protegen las
biomembranas y los componentes celulares contra el estrés oxidativo®?. También
se ha demostrado que las enzimas GPX protegen contra el peroxinitrito, un potente
oxidante generado por la reaccion del superdxido y el 6xido nitroso. Las isoformas
de GPX difieren en su estructura primaria y localizacion®?. La clasica GPX1
mitocondrial citosélica (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 citosolica expresada predominantemente en
el epitelio del tracto gastrointestinal®®. EI plasma extracelular GPX (pGPX o
GPx3) se expresa principalmente en el rifién, desde donde se libera a la circulacion
sanguinea. El hidroperdxido de fosfolipido (GPx4) se expresa en la mayoria de

los tejidos, y GPx5 (0 eGPX) es el GPX secretor especifico del epididimo®?.
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 degradacion del hemo para generar biliverdina, hierro
libre y monéxido de carbono. Desempefia un papel vital en la defensa y reparacion
del dafio inducido por el estrés oxidativo®. La falta de HO-1 puede causar
cambios profundos en la homeostasis celular en ratones y humanos genéticamente
deficientes, lo que esta asociado con la susceptibilidad al estrés oxidativo®®),
Ademas, HO-1 también se considera una proteina importante para las acciones
antiinflamatorias y antiapoptéticas®®, 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 miocardica, lesién por

reperfusion, hipertension, diabetes y obesidad®”.
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La induccion de HO-1 bajo estrés oxidativo se activa principalmente por el Nrf>.
La posterior translocacion de Nrfz en el ntcleo y la unién al elemento de respuesta
antioxidante, dan como resultado la activacion transcripcional de las enzimas

antioxidantes de fase I1, incluida HO-1¢®).
c) Quinona Oxidorreductasa -1. (NQO-1)

La quinona oxidorreductasa- 1 (NQO1) es una enzima clave involucrada en la
defensa contra formas reactivas de oxigeno e inhibicion de la neoplasia®. Bajo
condiciones de estrés oxidativo, el aumento resultante en la proteina NQO1
proporciona a la célula maultiples capas de proteccién contra las agresiones
ambientales®®?. En primer lugar, la actividad catalitica de NQO1 se dirige hacia
la reduccion completa y la desintoxicacion de quinonas altamente reactivas. En
segundo lugar, la oxidorreductasa mantiene los antioxidantes enddgenos solubles
en lipidos, la a-tocoferol-hidroquinona y el ubiquinol en sus formas reducidas y
activas. En tercer lugar, se requiere NQOL1 para la estabilizacion de la proteina
p53 en respuesta a estimulos que dafian el ADN y, por lo tanto, influye en las
decisiones del destino celular®®. Esto sugiere un papel importante de NQO1
cuando se induce bajo estrés, ya que, mantiene la estabilidad de proteinas criticas

tales como p53 y otros factores de transcripcion®?).

En condiciones constitutivas normales, Nrf, se asocia con la proteina de union al
citoesqueleto Keapl, que regula la distribucion subcelular del factor bZip y
también lo dirige a la degradacion dependiente del proteasoma. El estrés oxidativo
inhibe la interaccion Nrf, - Keapl, promoviendo asi la acumulacion nuclear del
factor de transcripcion y la transactivacion de NQO1 y otros genes02),

d) Glutamato-Cisteina-Ligasa Modificadora (GCLM)

El glutation (GSH) es el tiol no proteico principal en las células de mamiferos que
participa en muchas funciones celulares criticas, incluida la defensa antioxidante
y el crecimiento celular®), La sintesis de GSH a partir de sus aminoacidos
constituyentes implica dos pasos enzimaticos que requiere ATP, estos son la
formacion de y-glutamilcisteina a partir de glutamato y cisteina y la formacion de
GSH a partir de y-glutamilcisteina y glicina®®®. EI primer paso de la biosintesis
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de GSH es la limitacion de velocidad de la reaccion catalizada por glutamato-
cisteina ligasa (GCL, también conocida como vy-glutamilcisteina sintetasa),
mientras que el segundo paso es catalizado por la sintetasa GSH%), La enzima
GCL esta compuesta por una subunidad catalitica (GCLC) y un modificador
(GCLM) que estan codificados por diferentes genes y se disocian en condiciones
reductoras®®. GCLC exhibe toda la actividad catalitica de la enzima aislada, asi
como la inhibicion por retroalimentacion por GSH®%). La subunidad
modificadora GCLM, es enziméaticamente inactiva, pero desempefia una funcion
reguladora importante al reducir el Km (afinidad que tiene la enzima por su
sustrato) de GCL para glutamato y elevar el Ki (inhibicion enzimética) para
GSH®%), La sobre expresion de GCLM y la asociacion de GCLM con GCLC es

responsable del aumento aparente en el estado de actividad de GCL®®).
e) Inhibidor del Transportador del Glutamato (XCT)

XCT es un sistema transportador de cistina / glutamato, es un anti portador que en
humanos esta codificado por el gen SLC7A11¢7), El XCT se caracteriz6 por
primera vez en fibroblastos de pulmén fetal humano en cultivo por Bannai y
Kitamura en 198078, El sistema XC, act(ia como un anti portador independiente
de sodio y dependiente de cloruro de las formas anidnicas de cistina y

glutamato®79),

SLC7A11, es identificado como un &cido desoxirribonucleico (cDNA)
complementario para el transportador de XCT-aminoacidos (conocido como XCT
humano)®™, que cuando se expresa con la cadena pesada del antigeno de
superficie 4F2 (4F2hc), también denominado CD98, induce la actividad de
transporte XC. EIl oxigeno regula la actividad del sistema XC, dandole a esta

proteina un papel relevante en situaciones de estrés oxidativo®’?.

Entonces, Nrf, y la activacion de otras proteinas es uno de los sistemas
antioxidantes criticos involucrados en el mantenimiento del estado redox para la

defensa del estrés oxidativo intracelular®89,
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Cuando las CEBH son dafiadas por una variedad de estimulos oxidativos, aumenta
la produccion de factores inflamatorios y la actividad de las enzimas proteoliticas,

y se promueve el inicio de la apoptosis con una mayor generacion de ERO\82),

La apoptosis es una forma fisioldgica de muerte celular. Sus causas y mecanismos
de ejecucidn no se entienden claramente. El estrés oxidativo, el éxido nitrico y sus
congéneres, Ca2 +, proteasas, nucleasas y mitocondrias se consideran mediadores

de la apoptosis™.

Los niveles de viabilidad y / o las tasas de proliferacion de las células son buenos
indicadores de la salud celular. Los agentes fisicos y quimicos pueden afectar la salud
celular y el metabolismo. Estos agentes pueden causar toxicidad en las células a través
de diferentes mecanismos, como la destruccion de las membranas celulares, la
prevencion de la sintesis de proteinas, la union irreversible a los receptores, la

inhibicion del alargamiento del polidesoxinucledtido y las reacciones enzimaticas®8.

Para determinar la muerte celular causada por estos mecanismos, existe la necesidad
de ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular a corto plazo, que son rapidos,

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 quimicos, para la
deteccidn de efectos sobre la proliferacion celular que conducen a la muerte celular y
para conocer la cantidad de células viables®>.

Los ensayos basados en la viabilidad celular también se usan ampliamente para medir
la unién al receptor y una variedad de eventos de transduccion de sefiales que pueden
involucrar la expresion de reporteros genéticos, el trafico de componentes celulares o
el monitoreo de la funcion de los organulos8b),

La aplicacion de estos ensayos ha sido de creciente interés en los Gltimos afios.
Actualmente, estos ensayos también se utilizan en investigaciones para evaluar tanto
la toxicidad de los compuestos como la inhibicidn del crecimiento de células tumorales

durante el desarrollo del farmaco ya que son répidos, econémicos y no requieren el
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uso de animales. Ademas, son Utiles 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 enzimatica, la adherencia
celular, la produccion de ATP, la produccion de coenzimas y la actividad de absorcién

de nucledtidos@84).

Existen diferentes clasificaciones para los ensayos de citotoxicidad y viabilidad
celular, segun los tipos de medicién de los puntos finales (cambios de color,

fluorescencia, luminiscencia, entre otros)®. Asi se tiene:

— Ensayos de exclusion 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 depdsito de energia quimica mas
importante en las células y se utiliza para procesos de sintesis, sefializacion, transporte
y movimiento biologicos. Por lo tanto, el ATP celular es uno de los puntos finales mas
sensibles para medir la viabilidad celular®. Cuando las células se dafian letalmente
y pierden integridad de la membrana, pierden la capacidad de sintetizar ATP y el nivel
de ATP de las células disminuye drasticamente®®. El ensayo ATP se basa en la
reaccion de oxidacion de luciferina a oxilciferina. La enzima luciferasa cataliza esta
reaccion en presencia de iones Mg?* y ATP produciendo una sefial luminiscente.
Existe una relacién lineal entre la intensidad de la sefial luminiscente y la

concentracion de ATP o el nimero de células@8®),

El conteo de CEBH viables usando reactivos luminiscentes de tipo resplandor como
el CellTiter-Glo® proporciona la deteccion de alto rendimiento, proliferacion celular
y citotoxicidad automatizadas, incluyendo la cuantificacién de ATP presente. Esto,

indica la presencia de células metabdlicamente activas®?.

Después de determinar la viabilidad, es necesario visualizar la inclusion de las
particulas atmosféricas en las estructuras pequefias de las células. Para este tipo de

analisis, se utiliza un instrumento llamado, microscopio dptico de luz®Y,
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1.8. ANALISIS MICROSCOPICO

Los microscopios Opticos estan disefiados para crear imagenes magnéticas visuales o
fotograficas de objetos pequefios. Para lograr esto, el microscopio esta disefiado 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 cdmara. Esta clase de instrumentos de caracterizacion incluye desde una

simple lupa hasta microscopios avanzados de lentes méltiples®8?),

Los microscopios de luz se pueden configurar en varias plataformas diferentes, para
diferentes propdsitos y con diferentes niveles de personalizacion®%?,

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 histologia, y estan equipados con una éptica de alta resolucién, pero corta

distancia de trabajo®°?.

Un microscopio invertido es la base del laboratorio de cultivo de tejidos, donde las
muestras se ven a traves de lentes objetivas colocadas debajo de la muestra. Esto
permite la observacion de células vivas en cultivo, por ejemplo, a través de fondos

transparentes de matraces de cultivo de tejidos o placas de pocillos multiples9?),

El microscopio Optico es, de hecho, un instrumento muy versatil cuando se considera
la variedad de modos en los que estd construido y utilizado. Las dos categorias
principales de microscopios son (a) transmision, en la cual la luz pasa a través del
objeto en estudio para formar una imagen; y (b) reflexién (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, asi como en modelos de etapa

vertical e invertida®®®.
1.8.1. Microscopia de Transmision electronica

La microscopia de transmision electrénica (MTE) es una aplicacion utilizada para el
andlisis y visualizaciébn de muestras que estdn en el orden de micrémetros y
nandémetros. Esta técnica utiliza la emision de haces de electrones como la base

fundamental de su funcionamiento, a diferencia del microscopio éptico que utiliza
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radiacion de fotones, esta técnica permite tener imagenes de alta resolucién enfocando

electrones de alta energia®®.

Dado que la longitud de onda de un electron es mucho mas pequefia que la longitud de
onda de la luz visible, los efectos de difraccion ocurren en dimensiones fisicas mucho
mas pequefias. La resolucion de imagen en MTE, es del orden de 1.0nm, que es mucho
mejor que la resolucion en um de microscopia éptica. Cuando los electrones penetran
en una muestra, se difractan para formar un patron de difraccion. Este patron de

difraccion se puede transformar con una lente para obtener la imagen de muestra®®.

La MTE es importante en la investigacion de los efectos toxicoldgicos a nivel celular,
ya que, el uso de técnicas de imagenes avanzadas permite también determinar las
inclusiones citoplasmicas®?. Mediante la microscopia es posible el analisis visual de
las células, pero es dificil realizar cuantificaciones exactas por ejemplo de las

proteinas.

Conocer la cantidad de proteinas en las células, permite determinar la forma y la
estructura de las células, ya que, las proteinas dirigen casi todos los procesos vitales,
es por esta razén que permiten a las células mantener su integridad, defenderse de

agentes externos, reparar dafios, controlar y regular funciones, entre otros®.
1.9. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La cuantificacion de proteinas es necesaria antes de manipular muestras de proteinas,
para su aislamiento, su caracterizacion o separacion respectiva por cromatografia,
electroforesis, inmunoquimica y para procedimientos posteriores. Cada método tiene
diferentes ventajas y limitaciones. Lo importante es saber coémo seleccionar el ensayo
de cuantificacion de proteina mas apropiado para una aplicacion especifica®. Los
métodos de ensayo para la cuantificacion de proteinas que se usan cominmente en
laboratorios bioquimicos son el ensayo Lowry, el ensayo Bradford, el ensayo del acido
bicinconinico (BCA), Western Blot (WB) y espectroscopia UV para la determinacion

de la concentracion de proteinas®?.

Western Blot (WB) es un método comun para detectar y analizar proteinas. Se basa en
una técnica que implica la transferencia, también conocida como transferencia de
proteinas separadas por electroforesis del gel a una membrana donde se pueden
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visualizar especificamente. El procedimiento fue descrito por primera vez por H.
Towbin en 19797® y dos afios mas tarde le dio su nombre W. Neal Burnette("®. Towbin
cambid la transferencia electroforética de proteinas de geles de poliacrilamida a
laminas de nitrocelulosa y obtuvo con precision el patron de gel original. La

configuracion consta de un conjunto estandar de siete pasos®®, como se observa en la

Figura 9.
1 2 3 4 3
g B I’ h
Simple Gel Transferencia ||  Sondeo de .
: _ ) Deteccion
preparacion || Electroforesis || amembrana | anticuerpos
b 4 < b y

Figura 9: Los pasos estandar en Western Blotting.
Fuente: The Human Protein Atlas, (2018)
Las muestras se preparan y se cargan en un gel y durante la electroforesis las proteinas
cargadas negativamente se mueven hacia el 4nodo cargado positivamente. Para
analizar mas a fondo las proteinas, se transfieren a una membrana en un procedimiento
llamado transferencia®”). Para visualizar la proteina de interés, la membrana
generalmente se prueba primero usando un anticuerpo primario especifico de proteina
seguido de un anticuerpo secundario marcado utilizado para la deteccion. Se toma una

imagen de la membrana y se analiza el resultado(?,

Al agregar una solucion de marcador separada a uno de los pocillos en el gel, es posible
estimar el tamafio de la proteina ademas de las interacciones de anticuerpos que se
utilizan para verificar la proteina especifica. La separacion en el gel no solo se debe al
tamafio sino también, en cierta medida, a la carga molecular, las regiones hidrofobicas
y el grado de desnaturalizacion. La configuracién del experimento se puede variar de
muchas maneras para adaptarse mejor a la consulta especifica®?.

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. Ademas, la relacion
no lineal de la sefial generada a través del rango de concentracién de las muestras

también es un aspecto a tener en cuenta al interpretar los resultados("®.
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El resultado de un experimento WB depende de tres factores importantes; la capacidad
del anticuerpo para unirse a una proteina especifica, la fuerza de la interaccion y la
concentracion de la proteina de interés en si. Ademas, la especificidad de la union al
objetivo y una baja reactividad cruzada también son caracteristicas importantes(”). El
resultado de WB no siempre es facil de interpretar, ya que el tamafio de la proteina
puede variar del peso tedrico debido a modificaciones post-traduccionales, como la
glucosilacion o las interacciones con otras proteinas. Sin embargo, WB es un método
muy comun y casi todos los anticuerpos comerciales disponibles han sido validados

con este método®?,
1.10. HIPOTESIS

Dado que las particulas atmosféricas cuyo didmetro aerodinamico oscila entre los
2.5um (PF25um) Yy 0.1um (PUFo.1um) ingresan facilmente por las vias respiratorias
Ilegando hasta los alveolos, es probable que originen estrés oxidativo, sobre expresion
de proteinas, inflamacién, alteraciones de la dinamica mitocondrial, y finalmente esto

conlleve a una muerte celular.
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CAPITULO Il

2. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

2.1. TECNICA, INSTRUMENTOS Y MATERIALES D VERIFICACION
2.1.1. Material bioldgico.

Las células epiteliales bronquiales humanas (CEBH) de acuerdo con la organizacion
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 inmortalizacion.
2.1.2. Instrumentos Utilizados

— Bafo térmico (Lab Armor®, Bead Bath™ Model 74300706)
— Cémara de flujo laminar (Class Il tipe A2; BA2 marca Lumes)

— Cémara de nitrégeno liquido (VWR® CryoPro® Rack Systems, BR Series

Promotion Packages)
— Centrifuga (Clay Adams™ DYNAC® III Centrifuge, Model 420104)
— Contador celular (Invitrogen Safe Imager 2.0 Blue-Light Transilluminator)
— Incubadora con fuente de CO> (Thermo Scientific Steri Cycle 370 CO2 Incubator)
— Incubadora de microplacas (VWR®, Signature ™ Incubating/Cooling Shaker)

— Escéner de membrana de Western Blot (BioRad®, PowerPac™ HC High-Current
Power Supply)

— Lector espectrofotométrico de microplacas (BioTek®, Synergy™ microplates)
— Microcentrifuga (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)

— Bafio de ultrasonido (Branson Ultrasonics Ultrasonic Cleaner 20.8L CPN-952-
817)

— Sistema de quimioluminiscencia (Fusion FX Spectra)
— Analizador de particulas 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)
— Particulas atmosféricas (SAGE. Escuela de Minas de Douai)

— Frascos de cultivo de 75y 25 cm3

— Tubos Falcon de 15 y 50 mL

— Tubos Eppendorf de 3y 5 mL

— Pipetas descartables 1, 5,15,25,50 mL

— Micropipetas de 0,1 pL hasta 20 mL

— Membrana de nitrocelulosa 0.45um (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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— Solucién Azul de Tripan 0.4% (reactivo usado para la viabilidad celular)
— M-PER (reactivo para la extraccion de proteinas)

— Lisis y Cockteil (reactivos para la lisis celular)

— Kit de Pierce BCA Assay (cuantificacion de proteinas)

— SDS-Sample Buffer 4X reducing

— TBS Tween 20X (reactivo para inmunoensayos)

— Ladder (marcador de peso molecular de proteinas)

— Leche en polvo sin calorias

— Anticuerpo primario de -actina

— Anticuerpo primario de NRF2, XCT, NQO-1, GPX, GCLM.

— Anticuerpo secundario cabra anti-conejo, anti-raton.

— Substrato quimicoluminiscente

— Buffer stripping WB PLUS (reactivo para inmunoensayos)

— Luminiscente CellTiter-Glo (reactivo para la viabilidad celular)

— Buffer RLTplus QlAshredder (lisado celular)

Kit high (kit para la transcripcion inversa)
2.2. CAMPO DE INVESTIGACION
2.2.1. Ambito de la Investigacion

La investigacion se realizé en el laboratorio Impacto Ambiental en la Salud Humana
Quimica (IMPECS) del equipo anfitrién4483 (EA-4483), el cual existe desde 2010 y
corresponde a la fusién de tres equipos: EA-2679: Variabilidad genética de la
respuesta del cuerpo a su entorno quimico, EA-2689: Biologia y fisiologia de los
estados escépticos y EA-2690: Carcindgenos toxicos y ocupacional y ambiental.
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La agrupacion de estos laboratorios es debido a la complementariedad de los temas
estudiados, asi como la comprension de los peligros de ataque quimico (y

especialmente la contaminacion) 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. EI IMPECS se une al Polo de
Investigacion de la Facultad de Medicina. Esta unidad esta dirigida desde 2013 por el
Dr. Jean-Marc Lo Giudice, investigador del Instituto Nacional de Salud e
Investigacion Medica (INSERM).

2.2.2.0btencion y caracterizacion fisicoquimica de las PF2sum Y PUFo.1um.

Para la caracterizacion fisicoquimica, el equipo de Ciencias Atmosféricas e Ingenieria
Ambiental (SAGE) recolectd particulas finas (PF2s.m) Yy particulas ultrafinas
(PUFo.1.m) en la Escuela de Minas de Douali, Francia. El sitio de muestreo se encuentra
en la costa de Dunkerque en la ciudad de Grande-Synthe. El area es representativa de
un &rea urbano-industrial (Figura 10). La zona de actividad se encuentra al norte de la
ciudad. La direccion predominante del viento (noreste a suroeste) en el area desplaza
masas de aire himedo y salino del mar que pueden influir en la composicién quimica

de los aerosoles de particulas.

Ploge du 8roek .7

Figura 10: Ubicacion geografica del area de muestreo.
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Se realiz6 un muestreo de impacto de alto volumen por filtracién con un filtro de
policarbonato para obtener exactamente la fraccion ultrafina (con un didmetro
aerodindmico inferior a 0,18um). Las muestras se recolectaron durante 7 dias 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 reunié todas las muestras para
obtener una acumulacién suficiente de particulas para permitir una caracterizacion

fisicoquimica detallada y analisis toxicoldgicos.

Los métodos de muestreo y extraccion de las particulas son diferentes, las PUF.1.m Se
analizaron en suspension en HBSS, mientras que las PF» 5.m Se analizaron en seco. Las
PUFo.1,m obtenidas se pesaron en una balanza con una escala de precision de 10* y
luego se suspendieron en solucién salina (HBSS) a la concentracion deseada, para
exponer los cultivos celulares (Figura 11). La obtencion de la solucién final requiere
diluciones en cascada con un paso de sonicacion de 5 minutos entre cada dilucién para

desaglomerar las particulas.
Analisis granulométrico

Las particulas (PF2.5um Y PUFo.1um) e suspendieron en HBSS a una concentracién de
1.0 mg / mL. Las suspensiones se analizaron mediante una técnica de granulometria
laser utilizando un analizador de particulas Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
©, Malvern, Inglaterra). El principio de esta técnica se basa en la dispersion dinamica
de la luz por el movimiento browniano de las particulas. La ecuacion de Stokes-
Einstein establece la relacion entre el movimiento browniano y el tamafio de las
particulas. Cuanto méas pequefia es una particula, mayor es su movimiento browniano.
Al tomar dos mediciones en un pequefio intervalo de tiempo (aproximadamente 100
us), la luz dispersa permite analizar la intensidad del movimiento y, por lo tanto,
deducir el tamafio de las particulas. La concentracion de masa de PUFo.1um €S
insignificante en comparacion con la de PF2sum, pero son mucho mas numerosas. Por
eso hablaremos de cantidad (nimero) en el caso de ambos tipos de particulas. Las
muestras se analizaron a temperatura ambiente (25 ° C), los datos presentados en los

resultados son un promedio de 13 escaneos sucesivos.

Determinacion del potencial Z
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El potencial zeta se analizd de acuerdo con el principio de electroforesis. Dos
electrodos (&nodo y catodo) colocados en los extremos del equipo permiten dar una
segunda dimension al movimiento de las particulas en la solucién. Ademas de ser
sometidos al movimiento browniano, las particulas mas cargadas son atraidas a los
electrodos en un gradiente electroquimico. Las muestras se analizaron a temperatura
ambiente (25° C), los datos presentados en los resultados son un promedio de 13

exploraciones sucesivas.

Determinacién de la composicién quimica elemental por espectrometria de masas

por plasma acoplado inductivamente (ICP - MS)

Este tipo de espectrometria de masas utiliza un plasma acoplado inductivamente para
ionizar las muestras, con el objetivo de atomizar la muestra y crear iones poliatomicos
pequefios y atomicos para que luego sean detectados. Se utilizé para detectar metales
y varios no metales en muestras liquidas a concentraciones muy bajas. Esto a partir de
moléculas orgénicas en fase gaseosa. Una vez obtenidos estos iones, se separaron de
acuerdo con sumasa y su carga y finalmente se detectaron por medio de un dispositivo
adecuado.

Para las PF25um Y las PUFo.1um Se utilizo el protocolo de (Thermo Scientific iCAP RQ
ICP-MS with iMR).

Particulas finas (PF2,sum):

Las muestras se pesaron y se mineralizaron en medio acido (HNOs: H>O2: HF,
proporcion 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 liquido se introducen utilizando un
nebulizador y una camara de pulverizacion. El nebulizador utiliza la expansion
supersonica del gas para convertir el liquido en una niebla fina, y la camara de
pulverizacion entonces elimina las gotas que son demasiado grandes para ser

procesadas en el plasma. Esto ocurre en la interfaz de muestra del instrumento.

Particulas ultra finas (PUFo,1um):
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Se analizaron cuatro muestras de 250uL de la solucién de HBSS que contenia las
PF2sum, después de la mineralizacion &cida, por ICP-MS para los elementos

principales y traza de acuerdo con el mismo protocolo que para PF2sum. (Figura 11)

Figura 11: Soluciones de PF2sum (izquierda) y PUFo.1um (derecha) diluidas en
HBSS.

Fuente: Elaboracion propia.

El contenido de la superficie de las particulas se investigdb mediante espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS_K ALPHA, Thermo Scientific).

Anélisis por espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Las PF25um Y las PUFo.1um Se analizaron por triplicado (n=3). Los andlisis se llevaron
a cabo con una fuente de MgKa monocromada cuyo tamafio de punto se puede ajustar
de 400um a 30um de diametro. Las muestras se depositaron en una placa
semiconductora de silicio y se introdujeron bajo un vacio secundario del orden de 10
"mbar antes de transferirlas a la camara de analisis (10° mbar). El tiempo de residencia
en la camara de introduccion fue del orden de 60 minutos (para obtener una
desgasificacion correcta de las muestras). El tiempo de residencia en la camara de
analisis fue del orden de 320 minutos (duracion del analisis para todas las muestras).
Para cada muestra, se realizé un espectro global XPS (encuesta) que permitié resaltar
los niveles centrales de los atomos emisores cuya energia de union es inferior a 1254
eV (resolucion de 1.0 eV). Luego, se realizaron espectros de mayor resolucién
(resolucion de 0.05 eV) en los niveles centrales de los elementos detectados. La

duracién de la exposicion a rayos X para cada muestra fue del orden de 600 s.

La metodologia y manipulacién de las técnicas utilizadas en la obtencion y

caracterizacion fisicoquimica de las PFasym y PUFoium., fueron desarrolladas
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experimentalmente con el equipo SAGE y con Jules Soty (PhD en biologia molecular
en la Universidad de Lille - EA4483-IMPECS).

2.3. CULTIVO CELULAR.
2.3.1.Preparacion del medio.

Se utilizo la linea celular CEBH para los distintos ensayos de citotoxicidad. Estas
células se cultivan en medio de interface aéreo-liquida Lonza/ Clonetics™ B-ALLI. Este
medio consiste en un medio de cultivo liquido 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, &cido
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: Elaboracion propia.
2.3.2.Fase de multiplicacion celular

Descongelacion

Las células se encuentran en congelacién en nitrégeno liquido a -196°C, para
descongelarlas se les sometid inicialmente a temperatura ambiente y posteriormente a

bafio maria de 37°C durante 3 a 4 minutos. Una vez descongeladas, se les transfirié a
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un frasco de cultivo celular (Figura 13) con 15 mL de medio de cultivo (LHC9), el
cual se incub6 a 37°C. Luego de 6 horas se procedio a cambiar el medio de cultivo

para eliminar el DMSO o glicerol residual que se utilizé durante la congelacion.

I’ 3

Figura 13: El disefio bésico para trabajar cultivos en una campana celular 3. La

flecha negra muestra el disefio de un frasco de cultivo celular.

Multiplicacion

Para determinar los efectos toxicos de las particulas sobre la multiplicacién de las
ceélulas fue necesario tener una concentracion inicial de células en cada uno de los
po0zos, por esa razon se extrajo 10uL de la solucion reconstituida con LHC9 y se coloco
en una lamina microscopica para realizar el conteo en el equipo de conteo celular
(Figura 14). Para pasar las celulas a una nueva placa celular se tomé en cuenta 300 000
células y 2mL de LHC9 por pozo. Una vez terminada la distribucion, se indujo a

multiplicacion celular, llevando la placa a una incubadora de CO2 a 37°C (Figura 15).

Figura 14: Equipo de conteo celular

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 15: Incubadora de diéxido de carbono.
Fuente: Elaboracion propia.

2.3.3. Tripsinizacion

Inicialmente se calentd el PBS y LHC9 a 37°C y se descongelo la tripsina 10X (se
preparo tripsina 1X (con PBS y tripsina 10X)). Se saco el frasco de cultivo celular que
contiene las células en suspension y se aspird el medio de forma que las células se
adhieran a las paredes para después lavar el frasco con 5SmL de PBS, se realizé una
segunda aspiracion para retirar el PBS con células muertas, se afiadio 4mL de tripsina
1X. Seguidamente, para inhibir la accién de la tripsina se afiadié 8mL del medio LHC9
y después se centrifugd durante 5minutos a 1100 rpm. Finalmente, se recupero el
sedimento de células y se reconstituy6 con 5mL del medio LHC9 y se distribuyo en

las placas como se muestra en la figura 16.

Figura 16: Placa de cultivo celular de 6 pozos.
Fuente: Elaboracion propia.
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2.3.4.Preparacion de las suspensiones de particulas

Los célculos para la preparacion de las suspensiones se realizaron de acuerdo al
diametro de cada pozo, considerando también el volumen de cada pozo (2mL) y el
factor de dilucion, después se agregd 500uL del antifingico y se llevé a congelacion
a-80°C.

Tener en consideracion que la DL10 de las células fue 5pg/cm?para PF2.sum, PUFo.1um

y TiO,, varié para ZnO a 1.5ug/cm?. Anexo 1.
2.3.5. Exposicion de células a las suspensiones de particulas

Para empezar con la exposicion se descongelaron las suspensiones de particulas),

después se llevaron las soluciones a ultrasonido durante 2 minutos. Figura 17.

Figura 17: Equipo de bafio ultrasonido.

Fuente: Elaboracion propia.

Ya sonicadas las suspensiones, se aspiré el medio de cultivo y gota a gota se afiadid
2mL de suspension de particulas sobre toda la superficie de las placas.

La exposicion a particulas se realizé en dos placas de forma repetida (varias veces) y
de forma aguda (una sola vez).

Distribucion de placa con exposicién aguda.

Esta placa posee 5 pocillos ocupados. El primero fue un control positivo el cual tuvo
solo CEBH y medio de cultivo, en los dos siguientes pocillos las CEBH fueron

expuestas en uno a las particulas finas PF y en el otro a las particulas ultrafinas PUF.
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Los dos ultimos pocillos fueron los controles negativos los cuales estaban formados
por las CEBH expuestas a particulas de TIO2A en uno y en el otro por particulas ZnOA.
Esta exposicion se realizo una sola vez al tercer dia, los dos primeros dias las CEBH

de todos los pocillos sélo estuvieron en medio de cultivo. Figura 18

PUF (Particulas
Ultra finas)

Blanco (56lo medio PF (Particulas finas)

de cultivo)

Exposicion aguda Exposicion aguda Exposicion aguda

TIO; (Didxido de
Titanio)

Zno (Oxido de Zinc)

Exposicion aguda Exposicion aguda

Figura 18: Distribucién de la placa para exposicion aguda (n=1;Una sola
exposicion)
Fuente: Elaboracién propia

Distribucion de placa con exposicién repetida.

Esta placa posee 5 pocillos ocupados. El primero fue un control positivo el cual tuvo
solo CEBH y medio de cultivo, en los dos siguientes pocillos las CEBH fueron
expuestas en uno a las particulas finas PF y en el otro a las particulas ultrafinas PUF.
Los dos ultimos pocillos fueron los controles negativos los cuales estaban formados
por las CEBH expuestas a particulas de TIO2 en uno y en el otro por particulas ZnO.

Esta exposicion se realizo una vez por dia repetidamente por 3 dias. Figura 19

PUF (Particulas
Ultra finas)

Blanco (Sdlo medio PF (Particulas finas)

de cultivo)

Exposicion repetida Exposicion repetida Exposicion repetida

TIO, (Didxido de
Titanio)

Zno (Oxido de Zinc)

Exposicion repetida Exposicion repetida

Figura 19: Elaboracion de placa para exposicion repetida (n=3; exposicion
repetida tres veces).

Fuente: Elaboracion propia.
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Finalmente, en el tercer dia, después de la exposicion, se incubaron a 37°C ambas

placas por 24 horas.
2.3.6.Viabilidad celular luminiscente.

Se determind la dosis en la que el 10% de células murieron (DL1o) a través de un
ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo®. Este es un método
homogéneo para determinar el nimero de células en cultivo, basado en la
cuantificacion del ATP presente, el cual es directamente proporcional a la presencia

de células metabélicamente activas.

Se prepard el reactivo Unico (reactivo CellTiter-Glo®) conformado por CellTiter-
Glo® Sustrato y CellTiter-Glo® Buffer (Figura 20). Una vez preparado el reactivo, se
Ilevd las placas previamente expuestas a los diferentes tipos de particulas a temperatura
ambiente. En cada pozo, se afiadio 150 pL del reactivo preparado, 150pL de medio

LHC9 y despues se llevo a la mezcladora por 2 minutos.

Se tomd 150pL de las suspensiones preparadas en la placa anterior y se transfirieron a
una placa de 90 pozos. En uno de los pozos se prepard un blanco constituido por 75uL

de reactivo y 75uL de medio LHC9. Figura 21.

Finalmente se llevo al equipo correspondiente para la lectura de placas.

Figura 20: CellTiter-Glo® Sustrato y CellTiter-Glo® Buffer
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Figura 21: Placas de 96 pozos conteniendo las muestras a ser leidas en el lector de
placas.

Fuente: Elaboracién propia.
2.3.7. Anélisis microscépico por transmision electronica

Previo al analisis microscopico, se fijo las células con glutaraldehido, para lo cual se
levantd la monocapa con un cell scraper, se centrifugé para conseguir un pellet y se
fijo completamente con glutaraldehido al 2 % en tampon Cacodilato 0.1 M a pH 7.4,

por 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se procedio a lavar las células por 10 minutos con tampdn Cacodilato
y sacarosa isomolar, se deshidrato en serie creciente con etanol al 30, 50, 70, 90 % y
2 veces adicionales en etanol al 100%, 15 minutos en cada concentracion. Se lavo las
células con Oxido de propileno al 100%, 2 veces por 10 minutos y se traspasé las
muestras a los bloques del ultra micrétomo, para realizar cortes semi-finos, a los cuales
se adiciond una resina Epoxi y se polimeriz6 en una estufa a 55°C durante 48 horas.

Se realizd la tincion con Azul de Toluidina y se observé al microscopio Optico (para
ubicar la zona deseada), se contrastd con rejillas conteniendo citrato de plomo y acetato

de uranilo y finalmente se observo al microscopio electronico de transmision.
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2.3.8.Cuantificacion especifica de proteinas NRF2, GPX, HO1, NQO1 por
Western Blot.

2.3.8.1.Migracion

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 proteinas y reactivo para cada una). Se complet6 el volumen de
20uL con H0.

Para realizar un spin se colocd los nuevos eppendorf en una mini centrifuga y se llevo

a 70°C durante 10 minutos (para la desnaturalizacion de proteinas). Figura 22.

Figura 22: Eppedorf preparados para la desnaturalizacion de proteina.

Fuente: Elaboracion propia.

2.3.8.2. Transferencia

Para la preparacion se coloco el gel sobre el papel con membrana (fondo) y por encima
del gel el papel 2 (parte superior), se dejé por 10 minutos en el equipo de transferencia,
tiempo suficiente para que las proteinas sean transferidas del gel a la membrana
(Figura 23). Finalmente se activoé el generador (200v, 300Ma). Figura 24.
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Figura 24: Sistema de electroforesis de minicelda XCell SureLock
2.3.8.3.Saturacion

Se colocé la membrana en el medio de saturacion (BSA 5% con TBS o leche 5% con
TBS) por 45 minutos. Figura 25.

Figura 25: Medio de saturacion preparado.
Fuente: Elaboracion propia
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2.3.8.4.Incubacion

Incubacion I: Para la incubacion se preparé la solucion de anticuerpo | (1:1000) en la
cual se sumergio la membrana y después se dejo en movimiento lento por 24 horas a
4°C.

Incubacion 2: Para esta Gltima fase fue necesario sacar la membrana y recuperar la
solucion de anticuerpo |, lavarla 3 veces con buffer TBST, cada vez 5 minutos.
Posteriormente se colocd la membrana en la solucién de anticuerpo 11 (1:10000) por
45 minutos. Finalmente se lavd la membrana 3 veces con buffer TBST (cada vez 5
minutos) y se dejo en TBS para después afiadirle 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 disefiado para
una estimacion precisa y conveniente del peso molecular de las proteinas después de

la transferencia por Western Blot. Figura 27.

Figura 27: Estandar de analisis de proteinas para la carga directa en geles.
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CAPITULO 11

3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion, fueron expresados como
media * desviacion estandar (X £ ). Para las pruebas de significancia estadistica fue
usado el andlisis de varianza ANOVA. Las diferencias entre las expresiones de cada
proteina se evaluaron a través de la prueba de Tukey, el cual fue utilizado para realizar
comparaciones multiples con el respectivo vehiculo a un p < 0.05. Todo esto fue

analizado con ayuda del software estadistico GraphPad Prisma 8.
3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Existe una asociacion entre la exposicion del ser humano a las particulas atmosféricas,
tales como las PF2.5,m Y PUFo.1.m, producidas por la contaminacion atmosférica y los
efectos nocivos en el hombre. La importancia de esta asociacion es tal que, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocié en el afio 2014, que la
contaminacion atmosférica es el mayor factor de riesgo ambiental para la salud a nivel

mundial, siendo ademas un importante factor previsible®.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que, existen altos niveles de
particulas finas en microambientes de la ciudad de Dunkerque, una ciudad industrial
en Francia.

Los resultados de esta investigacion responden a cuatro objetivos, siendo el principal
evaluar los efectos toxicos causados por particulas finas (PF2sum) Y ultra finas
(PUFo.1.m) atmosféricas, en un modelo in vitro de células epiteliales bronquiales
(CEBH).

En la presente investigacion, se trabajé con protocolos de cultivo celular, microscopia
de transmision éptica y cuantificacion especifica de NRF2, GPX, HO1, NQO1 por
Western Blot.
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3.2.1. Caracterizacion de las particulas
3.2.1.1. Analisis granulométrico

Se menciono6 en el marco tedrico que la funcion primordial del sistema respiratorio es
el intercambio gaseoso®”; Sin embargo, su funcién es mucho mas compleja. Cada
bronquio entra en un pulmén y se ramifica muchas veces en bronquios
progresivamente mas pequefios, que forman bronquiolos. Las particulas inhaladas
penetran en el tracto respiratorio y se dirigen a diferentes sitios anatdmicos, esta accion

depende principalmente de su tamafio®?,

La Figura 28 muestra la distribucion cuantitativa de PF2sum Y PUFo.1.m Segun su
diametro aerodinamico. El resultado se presentd en gréficas semilogaritmicas. Los
diametros de las particulas se grafican en escala logaritmica y el porcentaje

correspondiente de finos en escala aritmétical*?).

La distribucion en relacion al tamafio de las PF2s.m fue relativamente homogénea, la
media en el pico de deteccion fue de 1.265um (100%), a diferencia del andlisis de
tamafio de particula de la PUFo.1.m que revel6 dos fracciones distintas, con un primer

pico a un promedio de 1.078um (28.1%) y un segundo pico a 0.188um (71.9%). Figura

28.
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Figura 28. Analisis granulométrico de PF2 5. Y PUF0.1m

Figura: Elaboracion propia
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La Figura 28 representa la distribucion del material particulado en funcion del nimero
(porcentaje) y masa de las particulas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Putaud®?®, en un estudio realizado en 33 puntos de muestreo repetidos por toda
Europa, en el que se concluye que el nimero de particulas incrementa en mayor medida
que la masa en zonas contaminadas. Ello se explica con el incremento en la
concentracion de particulas de mayor tamafio, en las zonas con mayor grado de
contaminacion con respecto a areas mas limpias. EI Andlisis de distribucion
granulométrica llevado a cabo en este estudio afirma que entre el 70 - 80% de las
particulas en la zona de Dunkerque, presentan un didmetro < 0.1um y entre 90 -100 %
son de didmetros >1.0um, esta diferencia seria por los diferentes contaminantes de la

region, esencialmente por materia carbonosa®?.
3.2.1.2. Determinacion del potencial zeta.

El potencial zeta es un método de medicion muy utilizado en el anélisis

granulométrico, esencialmente en particulas de 3 nm a 10 pum@%),

El potencial zeta representa la carga superficial adquirida por la particula cuando esta
en suspension. El resultado obtenido al analizar la granulometria de la muestra también
permite deducir el potencial zeta en la misma medicién (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 relacion al tamafio de las PF>s.m, a diferencia del
analisis del tamafio de las particulas PUFo.1um, que revelé un potencial zeta promedio
de -17.3 Mv (resultante de 13 escaneos). La medicion del potencial zeta permitio
determinar las cargas eléctricas presentes en la superficie de las particulas (PF2.5um Y
PUFo.1.m), cUanto mas negativo el potencial zeta, tanto mayor es la estabilidad de las
mismas en disolucion®®), Por lo tanto, los resultados muestran, estabilidad de
disolucion en las particulas, ya que, se encuentran dentro del rango sugerido (-10 mV
a -40 mV) en investigaciones previamente reportadas®?®),

3.2.1.3. Composicion elemental de la superficie

Los espectros de espectroscopia fotoelectronica de rayos-x (XPS) muestran la
intensidad de los electrones en funcion de la energia y enlace de medida (especifica
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para cada elemento atomico)®®, La figura 29 muestra el porcentaje de cada uno de los
elementos analizados en las particulas. Es importante aclarar que el orden es el mismo
para cada tipo de particula: carbono, oxigeno, cloro, silicio, sodio, nitrogeno, azufre y
calcio. Las composiciones similares fueron las de oxigeno (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 PFosum y las
PUFo.1ym, también en elementos como cloro o silicio presentes alrededor del 1% en
PF25um Yy mucho maés presentes en PUFo.1um alrededor del 6%. Se identificé una gran

diferencia en el nitrégeno, dos veces mas presente en PF2sum que en PUFo 1um.

PFaspm 9 PUFo.1.84

1,01 339112 0.65 114 ~r 122

DD

mC =0 =] wmSi =Na =N uS nCa sC mQ oCl #5i sNa =N w5 mwCa

Figura 29: Composicion quimica elemental (expresada en cantidades

porcentuales %) de las superficies de PF2s5um y PUFo.1um.
Figura: Elaboracién propia
Particulas finas (PF2.5um)

Las muestras analizadas tuvieron espectros XPS similares que revelan la ausencia de
trazas de hierro o elementos metalicos (limite de deteccion del orden de 0.1%
atémico). En la superficie, las particulas estuvieron predominantemente compuestas
de C, O con porcentajes mas bajos de N, Na, Ca, Si, Cl y S. Como se muestra en la
Figura 29. Estos dos tipos de elementos quimicos (C y O) se encuentran en la
superficie de las PFasum Yy PUFo.1um conformando grupos aromaéticos alrededor de
283.8 eV, hidrocarburos alifaticos alrededor de 284.6 eV, monoxido de carbono

alrededor de 286 eV y diéxido de carbono alrededor de 288 eV®#?. Estos compuestos
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producen toxicidad por aspiracion relacionada con su viscosidad; cuanto mayor es la

viscosidad, menor es la volatilidad y por lo mismo menor el riesgo de aspiracion®?,
Particulas ultra finas (PUFo.1um)

Las muestras mostraron espectros XPS similares a las PF25um que indican la ausencia

de hierro o metal menor a una concentracion de 0.01% (Figura 30).

s PMg 5
. FMg g

Porcentaje %

. oo & & G = 9 @

Elementos guimicos

Figura 30: Analisis porcentual de superficie por XPS

Fuente: Elaboracién propia

Oligoelementos metalicos (ng.g-1)

Tabla 4: Composicién quimica elemental de las particulas finas y ultra finas
(PF25um Y PUF 0.1um) por ICP-MS (94). Espectrometria de masas de plasma

acoplada inductivamente (ug.g-1) .

As Ba Be | Cd Ce |Co | Cs |Cu La | Mn Mo | Ni Pb Rb
PF2s 2301|1403 |04 |169 |85 (54 |44 |367,0|8,4| 13504 | 25,6 | 98,7 | 399,4 | 26,3

PUFo.18 | 63,0 | 630 001|185 |74 |111| 7,4 |4259|3,7|5815 | 37,0 | 200,0 | 540,7 | 44,4

Sb Sn Sr Ti | Zn Cr \ Al Ca Fe Mg Si

PF2s 47,1 | 496 | 91,8 | 3,0 | 4000,2 | 97,3 | 75,0 | 5250,2 | 17904,5 | 16406,1 | 6591,3 | 9383,5

PUFo1s | 48,1 | 1111 | 48,1 | 7,4 | 2459,3 | 122,2 | 196,3 | 3622,2 | 11855,6 | 10266,7 | 6344,4 | 7566,7

Fuente: Elaboracion propia

Metales y metaloides fueron detectados por ICP-MS. Los niveles de Mn, Zn, Ca y Fe,
fueron particularmente mas altos que los del resto de metales (Tabla 4) en comparacion
con lo que generalmente se mide en la region, destacando el marcado caracter

industrial de esta muestra, asi como los valores muy elevados de Ca y Fe. Al exceder
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el resultado los valores regulares entre 5000 pg.g-1 y 10000 pg.g-1 de Cay Fe 9
refleja un incremento de combustion de petrdleo y carbon, presentado como cenizas
carbonaceas procedentes de la combustion de carburantes fosiles, principalmente en

automéviles19,
3.3. VIABILIDAD CELULAR

El ensayo de viabilidad celular luminiscente, fue un método homogéneo, utilizado para
determinar el nimero de células viables en el cultivo basandose en la cuantificacion
del ATP presente, el cual es un indicador de células metabdlicamente activas. El
formato homogéneo de "afiadir-mezclar-medir"®” dio como resultado la lisis celular
y la generacion de una sefial luminiscente proporcional a la cantidad de ATP presente.
La cantidad de ATP fue directamente proporcional al nimero de células presentes en
cultivo. Como tendencia comun a este tipo de analisis, la sefial de fluorescencia
disminuy6 a medida que se incrementaba cada uno de los factores evaluados
(porcentaje de células muertas y la concentracion DL1o), como se indica en la Figura
31. Los valores de intensidad de fluorescencia requeridos para determinar la DLioen
celulas expuestas a PF2.5um, PUFo..um ¥ TiO2, Se obtuvieron a una concentracion de
5ug/cm? y en ZnO a 1.5 pg/cm? considerando a TiO2y ZnO como controles. La DL1o
se utiliz6 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 concentracion 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 particulas ambientales (PF2sum,
PUFo.1um, TIO2 y ZnO).

Fuente: Elaboracion propia
Existié una optimizacion de variacion con la DLio de ZnO (Figura 32), el 10% de

muertes de células se dio a una concentracion menor en ambas formas (aguda y

repetida).
% viabilidad Znd % viabilidad 2o
200 200+
150- 4+ pguda 150 -+ Aguda.
- Repetida - _g- Repetida

1004 100

504 50-

0 4 0 .

1 15 2 25 3 5 1

Figura 32: Porcentajes (%) de supervivencia celular obtenidos al evaluar muestras
celulares expuestas a diferentes concentraciones de particulas ambientales (ZnO).

Fuente: Elaboracion propia
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Se expuso las células epiteliales bronquiales a diferentes dosis de particulas para
obtener el DL1o, considerando pruebas previas®®).

Algunos autores trabajan con una viabilidad de 70% y una dosis letal de 30% para su
investigacion®), otros 80% de viabilidad (109,110,128), bibliografia sobre
investigacion in vitro en celulares pulmonares recomienda 80%2 y en el laboratorio
donde se realiz6 la investigacion considera una viabilidad adecuada entre 80 y 95% y
una dosis letal entre 15 y 20%19). Asi, nuestros resultados estan dentro de los rangos
tanto de autores externos del laboratorio como del laboratorio mismo. De esta manera
garantizamos la expresion correcta de todos los componentes inherentes a esta linea
celular en la siguiente generacion de células cultivadas tanto para la propagacion
celular como para los tratamientos realizados. La razon fundamental del resultado de
viabilidad celular se debe a que las condiciones brindadas fueron las adecuadas,
ademéas que el medio favoreci6 la alimentacion de éstas y por ende su correcto

desarrollo.

3.4. ESTUDIO MORFOLOGICO CELULAR.
3.4.1. Estudio morfoldgico por microscopia de ampliacion éptica (MAO).

El microscopio de ampliacién Optica aporta informacion detallada sobre la estructura
de las células y los tejidos, asi como sobre las variaciones funcionales que
experimentan en situaciones normales y patoldgicas. Estos datos tienen una traduccion
directa en el aspecto de esas mismas células en las secciones histolégicas

convencionalest97: 200),

Las imagenes vistas a través de la microscopia Optica, de las CEBH en el proceso de
multiplicacién, se mostraron confluentes (Figura 33). En ciertas areas se observaron
estructuras mas o menos granulares, su desarrollo no muestra mayor complicacion en
cuanto a la multiplicacion.
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Figura 33: Observacion microscopica de ampliacion 100x de células CEBH en fase
de multiplicacién.

Fuente: Elaboracion propia

La estructura granular esta relacionada, en general, con la presencia de particulas
relativamente pequefias y uniformes®®®). Las organelas que con mayor frecuencia se
asocian con este aspecto son las mitocondrias (oncocitomas), los lisosomas (tumores
de células granulares) y los granulos de secrecion®®), Por lo tanto, la presencia de
estructuras granulares visibles indica que las PF2sum Y PUFo.1um estan adheridas a la

célula bronquial.

Exposicion aguda:

En esta parte de la investigacion los resultados son cualitativos. En la Figura 34 se
observan las particulas atmosféricas en el medio LHC9 y el leve incremento de tamafio
de las CEBH. El tamafio de las células expuestas una sola vez (forma aguda), a
particulas ultra finas (PUFo.1um) €s menor al tamafio de las células expuestas una sola
vez a particulas finas (PF2sum) 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 sintesis de algunas proteinas que son importantes para regular el ciclo
celular®, Es por esa razon que se observa también la disminucion de células por
campo Y la presencia de algunas de ellas con signos de muerte. EI medio presenta una

ligera coloracién oscura debido a la presencia de las particulas.
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Figura 34: Observacion microscopica de ampliacion 100x a células CEBH

REPOSITORIO DE

expuestas una sola vez a particulas ambientales (PF2sum, PUFo.1um, TiO2, ZnO).

Fuente: Elaboracién propia

El TiO2y el ZnO son nano particulas muy utilizadas como controles en estudios de
viabilidad celular, debido a su citotoxicidad®®. En funcién a estos se hicieron las

comparaciones.

Las particulas de dioxido 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®?. Estudios previos®?, han demostrado que estas
particulas inducen a un incremento en la produccién de prostaglandina E2, reflejando
una actividad pro-inflamatoria cuyo mecanismo se ha identificado por el incremento
de la expresion de ciclooxigenasa 1y 2 1%, Esta informacion es de suma importancia,
ya que la presencia de particulas de TiO2 en células bronquiales puede producir la
muerte de estas por procesos inflamatorios.

Las particulas de mondxido 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 exposicion,

es por esta razén que se puede ver la disminucién en cantidad de células, pero no la
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coloracion negra esparcida®®®. El ZnO figura en la lista de sustancias peligrosas, sujeto
al reglamento de la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA),
debido a su citoxicidad al ser inhalado, produciendo la fiebre de los humos metalicos

y muerte celular®®,
Exposicion repetida:

Después de exponer a las a particulas 3 veces consecutivas es claro evidenciar el
incremento de particulas en cada uno de los medios, asi como la coloracion oscura en

el medio y algunas alteraciones en la forma de cada célula (Figura 35).

Las CEBH expuestas repetidamente a particulas ultra finas (PUFRo.1um), en
comparacion con las expuestas de manera repetida con particulas ultra finas
(PFR25um), Se encuentran en menor cantidad y con un tamafio mayor, fijas al medio y

con forma redondeada (Figura 35).

La exposicion repetida con particulas de dioxido de Titanio (TiO2R), refleja el
abarcamiento casi total de las particulas en el medio, asi como células de color

amarillento y de tamarfio aparentemente reducido.

Las CEBH expuestas repetidamente a particulas de éxido de Zinc (ZnOR), presentan

notablemente un gran tamafio, una coloracion amarillenta y una forma no bien

definida.

Figura 35: Observacion microscopica de ampliacion 100x a células CEBH

expuestas tres veces a particulas ambientales (PF2sum, PUFo.1um, TiO2, ZnO).

Fuente: Elaboracion propia
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En la exposicién cronica (repetida) a particulas ultra finas (PUFo.1um) €l resultado
demuestra que las particulas por su tamarfio pueden alcanzar la region alveolar, que es
el sitio principal de intercambio de gases en el pulmon®?. Los efectos de la PUFo.1ym
pueden extenderse mas alla de su capacidad para promover la inflamacion; por
ejemplo, la exposicion de los macrofagos alveolares humanos a particulas finas
(PF2.5um) afecta la capacidad fagocitica, lo cual puede incrementar la susceptibilidad a
las infecciones, en aquellos sujetos que estén afectados a largo plazo a enfermedades

respiratorias®?.

3.4.2. Estudio morfoldgico por microscopia electrénica de transmision (MET).

Secciones celulares expuestas a las particulas fueron analizadas por microscopia
electronica de transmision con la finalidad de observar posibles alteraciones
mitocondriales a nivel de morfologia (Figura 36 y 37). Después de la exposicion a
particulas, las mitocondrias aparecen ligeramente con un aumento de volumen
(hinchazén) y perdida de densidad (Figura 36, 37 y 38). Las fotos también muestran
la presencia de particulas internalizadas en las células expuestas y formacion de

autofagosomas (Figura 38).

P4

12000x

un T 5 6

%

Figura 36: Observacidon microscopica electrénica de transmision (MET) a 7000x y a
12000x de cuerpos celulares expuestos a particulas finas de manera aguda (PFa) y
repetida (PFr). Los circulos negros muestran las mitocondrias y las flechas negras

apuntan a los autofagosomas.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 37. Observacion microscopica electronica de transmisién (MET) a 7000x y a
12000x de cuerpos celulares expuestos a particulas ultrafinas de manera aguda
(PUFa), repetida (PUFr) y particulas de TiO2 a una sola exposicion (T1O2a). Los
circulos negros muestran las mitocondrias y las flechas negras apuntan a los
autofagosomas.

Fuente: Elaboracion propia

12000x

Figura 38: Observacion microscopica electronica de transmision (MET) a 7000x y a
12000x de cuerpos celulares expuestos a particulas de TiO2 de manera repetida
(T102r) y ZnO de manera aguda (ZNOa) y repetida (ZNOTr). Los circulos negros

muestran las mitocondrias y las flechas negras apuntan a los autofagosomas.
Fuente: Elaboracion propia
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Las particulas suspendidas en el ambiente contienen una gran cantidad de metales
solubles, componentes organicos y endotoxinas que provocan el efecto toxico a partir
de ciclos reductivos y oxidativos®®. El estrés oxidativo mediado por las PF2sum Y
PUFo.1um esta dado por la generacion directa de especies reactivas de oxigeno desde la
superficie de sus componentes solubles, por la alteracion en la funciéon de las
mitocondrias, por la reduccion de la NADPH-oxidasa y por la activacion de células
inflamatorias capaces de generar especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, asi
como de dafio oxidativo al DNA®?. Ademas, células epiteliales y macrofagos generan
ERO en respuesta a la captacion de la particula, por medio de reacciones biolégicas de
oxidacién que ocurren en la membrana celular y la mitocondria. Se pudo observar en
esta investigacion, que el efecto toxico en células epiteliales bronquiales (CEBH) esta
presente y varia segun las veces de exposicion, tambien se entiende que la exposicién
cronica a la contaminacion del aire urbano, desarrolla malformaciones y cuerpos como
autofagosomas en las muestras expuestas que alteran las vias respiratorias a largo plazo
y producen alteraciones ciliares ultra estructurales del epitelio de las vias respiratorias,
lo que sugiere que la exposicion crénica a los niveles urbanos de contaminacion del
aire puede causar alteraciones respiratorias y deterioro de las defensas respiratorias

contra agentes infecciosos(®.
3.5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Luego de exponer las CEBH a particulas atmosféricas (PF2.5um, PUFo.1um, TIO2 y ZnO)
de manera aguda (una sola vez) y de manera repetida (tres veces), se lisaron estas y se
extrajeron las proteinas totales. Posterior a ello se procedio a realizar el ensayo de BCA
para cuantificar las proteinas totales en las muestras de los diferentes tiempos. La
técnica de BCA se fundamenta en la reduccion de Cu*? a Cu*! del sulfato clprico por
accion de algunos aminoécidos como cisteina o el enlace peptidico en un medio
alcalino que se da gracias al NaOH 0.1M, para luego ser quelado con 2 moléculas del
acido bicinconinico lo cual forma un complejo que da una coloracion morada

proporcional a la cantidad de proteinas presentes en la muestra.

El ensayo de BCA dio como resultado una curva de calibracién 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 calibracion es lineal, por lo tanto,
se puede usar para extrapolar las concentraciones de proteinas de la muestra. Asi, a
partir de los datos que nos proporciond la ecuacion respectiva de la grafica de
calibracion se pudo extrapolar los datos para hallar la concentracion total de proteinas

de la muestra (Anexo 3, tabla 2).
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Figura 39: Gréfica de calibracién para la determinacion de proteinas en
CEBH, después de su exposicion a particulas atmosféricas (PF2.sum,
PUFo.1um, TIO2 y ZnO)(n=3)
Fuente: Elaboracion propia
Con el resultado obtenido en el ensayo de BCA (Tabla 5) se realiz6 el ensayo de
Western Blot, ya que, es necesario colocar una cantidad especifica y conocida de
proteinas. Es comun en el disefio de la metodologia esta técnica antes del Western
Blot, ya que tiene una alta sensibilidad en comparacion al ensayo de Lowry o Biuret y
tiene menos variabilidad que el ensayo deBradford. En una investigacion donde se
estudio el rol de Nrf, como un factor de transcripcion implicado en la defensa de la
actividad antioxidante, se cuantificaron las proteinas por medio de Western Blot,
utilizando también previamente la técnica de BCAGY,

Tabla 5. Resultados del ensayo de BCA. Obtencion cuantitativa de proteinas de las
particulas atmosféricas. (n=3)

Particulas Concentracion de st. Absorbancia de Concentracion de
muestra proteinas en muestra

Blanco 2000 0.9279 0.4653

PFa 1500 0.7588 0.4495

PFr 1000 0.5463 0.5169
PUFa 750 0.4194 0.4746
PUFr 500 0.3081 0.5045
TiO2a 250 0.1753 0.4568
TiOor 125 0.1090 0.2611
ZnOa 25 0.0505 0.4874
ZnOr 0 0 0.6379

Fuente: Elaboracion propia
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Para realizar la cuantificacion de proteinas en la muestra, se normalizo la cantidad de
proteinas a 500 pg/mL con SDS y PBS, incubandolo durante 5 minutos a 95°C para
que asi pierdan su conformacion nativa las proteinas por accién de la SDS. Posterior a
esto, se sembro las muestras en los pocillos del gel de electroforesis sin olvidar el
marcador (Ladder), para que se dé la separacién de las proteinas por accién de
electricidad. Las proteinas con alto peso molecular se quedaron retenidas en la parte
superior y las proteinas con un peso molecular menor se abrieron paso hacia abajo.
Después se procedio a realizar la electrotransferencia del gel a la membrana, para lo
cual se procedi6 a realizar el “sandwich” en el cual la membrana va posicionada hacia
la parte inferior ya que, al ser una migracién de catodo a anodo, la fuente de poder

permite el desplazamiento de las machas del gel a la membrana.

Luego se procedi6 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 proteinas y
bloguea 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 proteina B-actina se usé como control de carga ya que es una proteina que esta en
las células y tiene funcién motora y contractil. Este control nos garantiza que la carga
de proteina es la misma en todo el gel ya que es usada para normalizar los niveles de
proteina detectados, las proteinas de todos los carriles son transferidas a la membrana
con la misma eficiencia, la incubacion del anticuerpo (primario, y de ser necesario
secundario también) y la deteccién de la sefial son uniformes en todos los carriles. Se
muestra en la Figura 40, los niveles de NRF2, GPX, HO1, NQOL1 y sus densitometrias
estan en el anexo 4.

Los datos producidos en una transferencia de Western Blot, se ven traducidos en
bandas correspondientes a la proteina 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 expresion de proteina en las células usadas como fuente para

una muestra particular®®,
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Para conseguir distinguir el tipo de proteina que conforma la muestra, se realiz6 una
comparacion con los marcadores de peso molecular (para el tamafio) y un control

positivo (tamafio y sefial), como se observa en la Figura 40.

Estos resultados normalmente se consideran semicuantitativos, es decir, proporcionan
una comparacion relativa de los niveles de proteina, pero para una cuantificacion de la
densidad Optica de una proteina diana especifica se procede a programas estadisticos
y modelos gréaficos. Figura 41
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Figura 40: Determinacidn de la expresion de proteinas por inmuno
deteccion, visualizado en bandas reveladas en la membrana con el peso
molecular aparente.

Fuente: Elaboracion propia

Los datos registrados se ingresaron a imageJ, este es un sistema utilizado para
cuantificar las densimetrias de las bandas (Anexo 4). Para representar graficos y
resultados significativos se utilizé el software estadistico GraphPad Prisma 8.

Los resultados de la figura 41 corresponden a la cantidad de proteina 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 proteinas NRF2, GPX, HO1,
HQOL1, por Western Blot (n=2).
Fuente: Elaboracion propia
Se cuantificé la proteina de interés ejecutando en paralelo un andlisis interno de la
cantidad en las muestras en las bandas obtenidas, de la misma manera esto sera
utilizado para comparar el contenido de proteina entre las muestras, siendo las

particulas de interés las PF2sum y las PUFo.1um (Figura 42).
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Figura 42. Comparacion del contenido de proteinas (ug/ml) NRF2, GPX,
HO1, NQO1 obtenidas en CEBH expuestas a PF2sumYy PUFo.1um.

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados de multiple comparacion de medias por el test de Tukey muestran
diferencia significativa entre la proteina Nrf. y el resto de proteinas (Anexo 5) Figura
43. Esto se debe a que el factor de transcripcion Nrf, es la primera proteina en este
estudio en presentar una sobre expresion, esto le permite perder su fijacion en el
citoplasma y llegar al nucleo celular, por lo tanto, se da una sobre produccién de

Nrf2(68'7°).

ug/mL

Figura 43. Comparacion de la expresion de proteinas NRF2, GPX, HOly
NQO1 (ug/Ml), presentes en células bronquiales expuestas a particulas
atmosféricas. (*) indica diferencia significativa en la sobre expresion proteica
causada por PFA, PFR, PUFA, PUFR, TiO2A, TiO2R, ZnOA, ZnOR (p<0,05).

Fuente: Elaboracion 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 exposicion repetida y 24 de manera exposicion una
sola vez 0 aguda, se observa diferencia significativa al 95% de 0.1840 entre la proteina
Nrf2 y GPX, de 0.3112 entre Nrf> y HO1, de 0.1807 entre Nrf, y HQOL. Sin embargo,
no se observo aumento significativo con relacion a la comparacion del resto de

proteinas. Esto expresa claramente la activacion de la proteina de transcripcion Nrf>.

En un estudio realizado por Borgie et al, en 2014, se menciond que las particulas
atmosféricas de mayor importancia son las que tienen un diametro aerodinamico
menor o igual a 2.5um, porque estas se depositan en las vias respiratorias profundas
en una proporcion mucho mayor que las particulas méas 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 eliminacion!?, Ademas, se demostré que estas
particulas pequefas (didmetro igual o inferior a 2,5um) pueden ser muy numerosas,
por tanto, ofrecen una mayor superficie de contacto. En otro estudio se demostré que
las PF25um Y PUFo.1um SON capaces, por un lado, de inducir la expresion de enzimas
metabolicas que aseguran la biotransformacion de compuestos orgénicos en
metabolitos mas téxicos o incluso cancerigenos y de inducir la expresion de Nrf, que
promueve la crecimiento y aumento del estrés oxidativo®). Las respuestas
inflamatorias estdn moduladas por algunos factores de transcripcion y la via de
sefializacion celular®, Nrf2 ha sido considerado como un factor de transcripcion
nuclear clave que detecta las condiciones oxidantes y protege a las células del estrés
oxidativo y la inflamacion®?. En las células, la activacion de Nrf2 inhibe la expresion
de moléculas de adhesién inducidas por citocinas proinflamatorias, lo que da como
resultado la amplificacion de la sefializacion de algunas proteinas. Teniendo en
conocimiento que Nrf; es una proteina activadora de otras proteinas con el papel
protector frente al estrés oxidativo®® reafirmamos la presencia de un proceso

inflamatorio y oxidativo en las células de estudio.

La proteina Nrf2 en los resultados muestra diferencia significativa en la sobre

expresion proteica y al comparar este resultado entre las particulas de estudio PF2.sum
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y PUFo.1.m, las particulas que originan una sobre expresion considerable son las
PUFo.1um(Figura 43).

Curiosamente no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el test de
comparacion maltiple entre las concentraciones medias del material particulado con
tamafio 2.5um y 0.1um (figura 44), las razones pueden variar ya que las particulas
diluidas en suspensiones no tienen exactamente las mismas caracteristicas
fisicoquimicas que los aerosoles, y los diferentes disolventes utilizados para su
dilucion en funcion de los estudios pueden modificar determinados pardmetros,
introduciendo un sesgo en los estudios comparativos entre las distintas pruebas. De
hecho, Braydich, en el 2014 demostré cambios significativos en la morfologia, la
quimica de la superficie, el potencial de disociacion y agregacion iénica de las
nanoparticulas en funcion de diferentes fluidos fisiologicos (intersticial, lisosomal y
alveolar)'9, Sin embargo, si podemos notar la relacion grafica cuantitativa entre las

exposiciones de particulas atmosféricas a CEBH (Figura 44).
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Figura 44: Comparacion de la sobre expresion proteica (ug/ml) en relacion a las
particulas atmosféricas PFA, PFR, PUFA, PUFR, TiO2A, TiO2R, ZnOA, ZnOR y las
CEBH (p<0,05).

Fuente: Elaboracion propia

Segln el estudio de Berddrester en 1994, la similitud de composicion quimica
observada entre las PF2 sum Y PUFo.1.m NOS lleva a pensar que la reactividad mas fuerte
observada para PUFo.1um (genes mas modulados, citocinas secretadas en mayor
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namero) proviene principalmente de su mayor superficie especifica y su mayor

namero por unidad de masa®'?,

De hecho, para las dos fracciones estudiadas, las células se expusieron a la misma dosis
en masa. Por tanto, la mayor toxicidad de PUFo.1.m puede explicarse en este estudio
por una persistencia acentuada en el estrés oxidativo mitocondrial. Ademas, la
toxicidad celular es mayor en el caso de las PUFo.i.m, por la presencia de dichas
particulas internalizadas en las células, como se demostré en esta investigacion

mediante observacion microscépica después de la exposicion.

El estudio de los efectos de la contaminacion del aire en la salud es un tema complejo.
Los seres humanos estan expuestos de forma crdonica a dosis mucho mas bajas que las
utilizadas en los estudios toxicoldgicos. La génesis y exacerbacion de la enfermedad
pulmonar crénica es un proceso acumulativo y progresivo. Por razones econémicas y
practicas, es imposible reproducir condiciones reales generando inflamacion crénica.
Por lo tanto, aumentamos la dosis para obtener una reaccion aguda. Es decir, en este

estudio no hay duda de la evaluacion cuantitativa del riesgo.
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CONCLUSIONES

e En el trabajo de investigacion desarrollado, se demostré a través de pruebas de
caracterizacion fisicoquimica que, las PF2.sum Y PUFo.1.m Obtenidas en la zona
urbano-industrial de Dunkergue, presentan diversos compuestos nocivos, incluso
reactivos (derivados ciclicos aromaticos y metales pesados). Las muestras
analizadas tuvieron espectros (XPS) similares que revelan la ausencia de trazas de

hierro o elementos metélicos.

e Se logrdé a través del ensayo de viabilidad celular luminiscente evaluar la
citotoxicidad al exponer las células epiteliales bronquiales humanas (CEBH) a
micro (PF2.sum) ¥ nano (PUFo.1um) particulas a una dosis de exposicion baja de 5

Hg.cm-2,

e Laevaluacion de la morfologia de los organulos presentes en CEBH, considerando
la internalizacion de las particulas atmosféricas finas (PF.sum) Yy particulas
atmosféricas ultra finas (PUFo.1.m), indica que el efecto toxico en las CEBH varia
segun las maneras de exposicion (aguda y repetida), también se entiende que la
exposicion continua a las particulas atmosféricas del aire urbano desarrolla

malformaciones y autofagosomas en las muestras.

e Se logro cuantificar en la linea celular CEBH la sobreexpresion de las proteinas
Nrf2, GPX, HO1, NQOL1, por medio de bandas obtenidas al desarrollar la técnica
de Westen Blot y el sistema para cuantificar las densimetrias de las bandas. imageJ.
En relacion a la comparacion de medias, se obtuvo como resultado por el test de
Tukey, la diferencia significativa en la proteina Nrf2. Lo cual indica que las PF2.sum
y PUFo1um son capaces de inducir la expresion de Nrf que promueve la
crecimiento y aumento del estrés oxidativo.

e Finalmente se concluye que las PF2.sum Y PUFo.1.m inducen efectos toxicos (muerte
celular, malformacion celular, deformacién mitocondrial e incremento de estrés
oxidativo y proceso inflamatorio celular por sobre expresion de citoquinas),
causados invitro por particulas finas (PF2.sum) Yy ultra finas (PUFo.1um).
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RECOMENDACIONES

e Realizar mayores estudios sobre Nrf2, ya que esta proteina es también un factor de
transcripcion y estd envuelta en la expresion inducible de numerosos genes de
enzimas detoxificantes y antioxidantes, estos genes ayudan a proteger la célula del

dafio que causan los radicales libres.

e Expandir los estudios realizados en la presente investigacion a otras lineas
celulares y en células de pacientes con enfermedades respiratorias cronicas o

alérgicas.

e Realizar estudios con mayores repeticiones y variaciones de dosis para identificar
con precision las vias de sefalizacion implicadas en la exacerbacion de la

inflamacion, n =5 o0 mas.

¢ Realizar estudios en relacion a la toxicologia genética producida por la exposicion
de particulas atmosféricas y analizar el efecto mutagénico y genotdxico de las

particulas.

e Expandir estudios similares con exposiciones in vivo en modelos de raton,
dirigidos al estudio toxicologico de PUF0.1um. Por lo tanto, seréa posible comparar
resultados obtenidos en sujetos sanos in vitro e in vivo para acentuar la

representatividad de los resultados.

e Realizar estudios con determinados biomarcadores identificados que podrian

permitir el desarrollo de estrategias de pronostico y prevencion.
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ANEXOS
Anexo 1. Preparacion de Soluciones

Se realizaron los calculos para la preparacion de la solucion

*E| diametro en cada pozo de la placa es de 9,6 cm?

*la solucion madre contiene 2,7 pg/mL

1. PF-PUF-TiO; (5 pg/cm?)

Entonces:
Y U= S cm?
) TR 9.6 cm?

X=48 ug por pozo

En 2mL (volumen en los pozos)
X=24 pl/mL; 0.024 pg/uL

» 2,7 pg/uL en 10 mL

c.v=CG . V;

2,7 pg/ul . 1000pL = 0.024pg/pL . X

X=112.5 factor de dilucién
»IOOOOuI /112.5=88.8uL

»88.8uL (Solucidn patrén de particulas) +
10000pL — 88.8uL (LHCI)

Solucion de medio preparada para la
exposicion.

Después se Agrego el anti fangico a 100x de
concentracion en 50mL. (500uL)

C .V =C .V
100X . X=1 X 50000uL
X= 500pL
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2. ZnO (1.5 pg/cm?)
Entonces:
i Y VT - SO cm?
) G 9.6 cm?

X=14.4 ug por pozo
En 2mL (volumen en los pozos)
X=7.2 pl/mL; 0.0072 pg/uL
2,7 pg/uL en 10 mL
cC.v=CG . V;
2,7 pg/pl . 1000uL = 0.0072pg/ul . X

X= 375 factor de dilucion
»IOOOOMI / 375 =26.66pL

»26.66uL (Solucidn patrén de particulas)
+10000pL — 26.6puL (LHC9)

Solucién de medio preparada para la
exposicion.

Después se Agrego el anti fungico a 100x
de concentracion en 50mL. (500pL)

C .V =C .V
100X . X=1 X 50000uL
X=500uL
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Anexo 2: Dosaje de proteinas

1. Lisamiento de Células

Se trabajoé con las placas expuestas en la manipulacién anterior, inicialmente se aspir6é cada
uno de los pozos y se afiadié LMl de PBS para realizar el lavado, después se afiadié 100ul de

la solucidn lisadora (RIPA) de células.

Para continuar se pasé un scraper por encima de cada pozo para concretar con el lisamiento, y
se recolectd el contenido de cada pozo en diferentes eppendor (previamente marcados), fue
necesario después llevar a centrifuga (sobrenadante: proteinas; precipitado: restos celulares) x

15minutos a 17000 G (v max) para recuperar el sobrenadante y colocarlo en nuevos eppendorf.

Finalmente se afiadio 10pL del inhibidor de proteasa fosfatasa (para terminar el lizamiento) y

se llevo a - 80°C.
2. Dosaje De Proteinas

Para el dosaje de proteinas se trabajé con los eppendorf a -80°C y se prepard previamente la
gama antes de preparar la placa.

3. Preparacion estandar de dilucion

Se afiadié a los nuevos eppendor (a cada uno) preparaciones combinadas (ejemplo al
epp .1 (A) sélo 60puL de BSA; Al epp. 2(B)75uL BSA+25ULRIPA,; los siguientes epp. se

preparan en cascada. (Tabla 1)
4. Preparacion de la placa

Ya preparados los epp. Se agregaron 10uL en pozos celulares de una placa (incluyendo los

eppendorf con la exposicion de particulas) (Tabla 2)
5. Preparacion del reactivo

Para la preparacion de reactivo se consider6 que A es 50 veces diluido en B (la cantidad de
preparacion dependid 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 afiadid a cada pozo 200pL de la nueva solucion reactivo preparada
(segun protocolo) y se llevo a estufa por 30minutos a 37°C, finalmente se realiz6 la lectura

espectro-absorbancia de las muestras.
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Anexo 3. Preparacion de dilucién y placas

Frasco Volumen de diluyente Volumen de la solucién Concentracion estandar
(uL) ripa de proteina(ul) BSA de BSA (ug/ml)

A 0 60 de stock 2000
B 25 75 de stock 1500
Cc 65 65 de stock 1000
D 35 35 de B dilucion 750
E 65 65 de C dilucion 500
F 65 65 de E dilucion 250
G 65 65 de F dilucion 125
H 80 20 de G dilucioén 25

| 100 0 0

TABLA N°1. Preparacion de dilucion estandar(BSA)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A [ A [ T- T- ZnOr | ZnOr
B B B PFa Pfa
Cc C Cc PFr PFr
D D D PUFa | PUFa
E E E PUFr | PUFr
F F F TiO2a | TiO2a
G G G Tlo2r | TiO2r
H H H ZnOa | ZnOa
TABLA N°2. Preparacion de placa con las diluciones de estandares y muestras expuestas a
particulas.
Blanco | T- PFA | PFR | PUFA | PUFR | TIO2A | TIO2R | ZNOA | ZNOR | BLEU | BLEU

7uL ’ 20uL ‘ 20uL ‘ 20uL ’ 20uL ’ 20uL ’ 20uL ‘ 20uL ‘ 20uL ‘ 20uL ‘ 7.5uL ‘ 7.5uL

TABLA N°3. Equipo de electroforesis: el blanco de proteinas (7uL), las muestras (20uL) y

bleu 4X (7.5uL)
Muestra Cantidad Placa Buffer RLTplus
Celulas < 5x10° < 6cm 350 pL
Celulas < 1x10’ 6-10cm 600 pL

TABLA N°4. Volumenes de Buffer RLT Plus para interrupcion de muestra.
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Anexo 4 : Tablas de resultados en excel western Blot

actina MNRFZ...1 GPX..1 HO1..1 NQO1..1  MNRFZ-ACTIMNGPX-Acting HOI1- actina NQO1-acting
t- 24538.811  33584.933 6348.518 1171.255  15611.225  1.2686463 0.2387133> 0.04773072 0.636183002
Pfa 27915.225  37841.903  13549.225 3530.912 20827.225 1.35540664 0.4353009 O0.12646884 0.74598148&
pfr 29577.054 42054.024  20141.811 14301.882  13934.933 1.42184627 0.6809%4> 0.43354654 0.640183955
pufa 20525.347  33550.681 20128.64 18428.468  25855.318 1.2797405> 0.98489571 0.05464461 0.97460061S
pufr 26329.347  23712.903 21957463  24125.589 21264.347 0.90062632 0.83395414 0.91630032 0.807629107
tio2a 27481.64 34743.56 9140.933 5661.933  11559.518 1.26424624 0.33261963 0.20002002 0.42062693=F
tio2r 255943.054  40007.731 11114.054 3173.811 14302.761 1.54213652 0.42840191 0.1223376 0.55131369;
znoa 26005.054  30301.974 9473.175 431.891 16820.589 1.16523403 0.36428207 0.01660796 0.64681999%
nar 25239.811  21156.953  13297.468 2301.497 19166.882 0.83823738 0.52684499 0.09118519 0.759390865

TABLA N°5 Resultados cuantitativos del primer estudio a proteinas celulares en western blot.

actina 2 MNRF2 GPX HO1 NQO1 MRF2 - ACTIMN GPX-Actina HOL- actina NQOI-actin:
t- 16822.589 9414.288  20778.518  12582.518 12937.225 0.55962183 1.23515578 0.74795372 0.7690388¢
pfa 23586.761  23571.095 24161.64  16946.225  22019.175 0.999335381 1.02437235 0.71846342 0.933535538:
pfr 25402.64  38110.217  27228.054 25156.64  28248.761 1.50024631 1.07185922 0.99031597 1.11204036:2
pufa 28195.225  53896.631  21837.054  21301.104  24541.468 1.91155173 0.77662278 0.73548622 0.87041220¢
pufr 27442.64 38698.388  15777.933 29226.054  25334.296 1.41015544 0.57454224 1.06498657 0.92317269:
tio2a 18627.347  40488.217 16838.054  18917.054 21065.296  2.1735901 0.90354268 1.01555278 1.13088009¢
tio2r 16838.347  23432.095  11376.933  15293.882 17501.882 1.391539117 0.67565617 0.908276592 1.03540618¢
znoa 14764.175 30448.338 17715.761 11335.64 16165.882 2.00231218 1.1999154 0.76778012 1.09493974<
znor 15693.832 27037.51  15198.104 4984.518 9223.64 1.72281123 0.96841256 0.21761 0.587723891

TABLA N°6 resultados cuantitativos del segundo estudio a proteinas celulares en western blot.

ACTIMA S XCT GCLM KCT-ACTINA GCLM-ACTINA
t- 26315.811  18320.861 7212.861 0.69619215 0.27408849
pfa 26879.054 14388.74 6985.154 0.55763644 0.25987351
pfr 23791.225 16086.79  15314.326 0.67616435 0.6436964
pufa 22253.054  23323.033 19703.569 1.04808234 0.88543213
pufr 28004.175  11613.619  15246.447 0.41471027 0.54443479
tio2a 25574.054 9446.619  10256.033 0.36938293 0.40103274
tio2r 25373.225  10295.376 10127.79 0.405757493 0.39915265
znoa 27907.347  13562.205 4229.376 0.48597256 0.153155063
Znor 30156.054  12534.619  19568.447 0.41565846 0.64850609

TABLA N°7 Resultados cuantitativos del estudio a proteinas reguladoras en western blot

MNRF2 GPX HO1 NQO1 KCT GCLM
pufa 1.59564614 0.88075924 0.72506542 0.92250641 1.04808234 0.838543213
pufr 1.15539088 0.70444819 0.83589327 0.8654009 0.41471027 0.54443479
T- 0.96413407 0.74693456 0.39784222 0.70261197 0.69619215 0.27408849

Tabla N°8 Promedios comparativos para PUFa Y PUFr.
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Anexo 5: Tabla de resultados comparativos de medias por Tukey.

Comparacion Tukey. Media 95.00% de dife. D. Significativa |Resumen
MNRF2-ACTINA vs. GPX- ACTINA 0.5889(0.1840 to 0.9938 Yes =
MRF2-ACTINA vs. HO1- ACTINA 0.7161(0.3112 to 1.121 Yes o
MRF2-ACTINA va. NQO1- ACTINA 0.5856(0.1807 to 0.9905 Yes -
GPX- ACTINA vs. HOT- ACTINA, 0.1272(-0.2777 to 0.5321  |MNo ns
GPX- ACTINA vs. NQO1- ACTINA -0.003364|-0.4083 to 0.4015  |No ns
HO1- ACTINA vs. NQO1- ACTINA -0.1305]-0.5354 t0 0.2744 Mo ns
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Tabla ANOVA

Anexo 6: Tabla de resultados ANOVA

DE SANTA MARIA

S5 DF MS F (DFn, DFd)  |P value
Entre columnas 2.78 3 0.9268(|F (3, 32) = 9.221P=0.0002
Dentro de las columnas 3.216 a2 0.1005
Total 5996 35
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