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ABREVIATURAS.
A-549: Linea celular de Pulmén.
Br-Et: Bromuro de etidio
ROS: Especies reactivas de oxigeno
RPMI: Roswell Park Memorial Institute
SFB: Suero fetal Bovino
SSBs: Roturas de Cadena simple (single strand break)
DSBs: Roturas de doble cadena (double strand break)

PM: Material particulado (particulate matter)



RESUMEN

La mezcla de particulas suspendidas en el aire con un didmetro menor a 10 um
denominadas PM;, (material particulado) es una de las principales preocupaciones de
la salud publica ambiental. EI PM;, posee caracteristicas fisicas que le permiten
ingresar muy profundamente en el tracto respiratorio y ocasionar enfermedades
respiratorias, cardiopulmonares y cancer. Los efectos nocivos estan relacionados con
el tamafio y la composicion del material particulado en la que encontramos algunas
sustancias como los metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y

aniones.

En este estudio evaluamos la genotoxicidad de la fraccién acuosoluble del PM g
recolectado en tres puntos distintos de la ciudad de Cuenca durante dos etapas. Para
los estudios utilizamos la linea celular A-549 (cancer de pulmén) que fue expuesta al
PMy, de cada punto a tres concentraciones distintas (0.82 m*mL, 1.25 m¥mL y 1.63
m®mL), luego se evalué su efecto genotoxico mediante el ensayo cometa. Se
encontré que el PM;o de algunos puntos produce un efecto genotéxico y que podria
estar vinculado a la produccién de especies reactivas de oxigeno por causa de la

presencia de metales pesados y aniones.

Palabras clave: Contaminacion ambiental, ensayo cometa, genotoxicidad, material

particulado, roturas de cadena de ADN.



ABSTRACT

The mixture of airborne particles with a diameter smaller than 10 microns called PMy,
(particulate matter) is one of the main concerns of environmental public health. The
PMy, has physical characteristics that allow you to enter very deeply into the
respiratory tract and cause respiratory, cardiopulmonary disease and cancer. The
harmful effects are related to the size and composition of particulate matter in which we
find some substances such as heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS)

and anions.

In this study we evaluated the genotoxicity of water-soluble fraction of PM 14 collected
at three different points in the city of Cuenca for two stages. For studies used the A-549
(lung cancer), cell line was exposed to PM10 from each point to three different
concentrations (0.82 m3 / mL, 1.25 m3 / mL and 1.63 m3 / mL). Then the genotoxicity
effect was evaluated using the comet assay. We found that some points PMjq
produces a genotoxic effect and could be linked to the production of reactive oxygen

species due to the presence of heavy metals and anions.

Keywords: Air pollution, comet assay, genotoxicity, particulate matter, DNA strand

breaks.



INTRODUCCION

El presente trabajo de fin de titulacion se desarroll6 gracias al Convenio Especifico de
Cooperacion entre la Universidad Técnica Particular de Loja y Centro de Estudios
Ambientales de la Universidad de Cuenca. El objetivo de ambas instituciones era el de
monitorear el aire de la ciudad de Cuenca utilizando como parametro el material
particulado (PMyo) aerotransportado, para poder determinar su composicion quimica
y el posible dafio genotdxico que podria producir en la poblacion expuesta.

Para realizar la investigacion el personal del Centro de Estudios Ambientales de la
Universidad de Cuenca se encarg6é de monitorear y recolectar las muestras de PMy,
en tres distintos puntos de la ciudad, cada punto representa un area con un uso de
suelo determinado. El primer punto es la calle Vega Mufioz y Hermano Miguel que
esta designada por el municipio de la ciudad para la gestion, administracion, comercio,
servicios generales y vivienda (Sector de planeamiento del Centro Histérico), la zona
se caracteriza por poseer una gran cantidad de comercios y un flujo vehicular
importante. El segundo punto de muestreo esta ubicado en la calle Av. Loja y Remigio
Tamariz y es considerada como una de las principales vias de ingreso al centro
histérico por lo que el flujo vehicular es elevado, esta area también esta designada
como un area para la gestion, administracién, comercio, servicios generales y vivienda
(Sector de planeamiento del Centro Historico). El tercer punto de muestreo se
encontraba ubicado en la Av. Ricardo Duran que es un area designada para la
ubicacién de viviendas (Sector de planeamiento O22-B). La recoleccién de las
muestras en cada punto del estudio se llevé a cabo en dos fases (épocas) del afio
distintas durante un periodo de 60 dias cada uno. Luego de recolectar las muestras, el
grupo de la Universidad de Cuenca analiz6 la composicion quimica del PMy y su

concentracion.

Para evaluar el efecto genotéxico de las particulas, nuestro grupo de trabajo
perteneciente a la seccidon departamental de Genética Humana, Microbiologia y
Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica particular de Loja empleo la linea celular
A-549 (adenocarcinoma de pulmén) para exponerla al material particulado recolectado
en los distintos puntos a 3 distintas concentraciones (0.82 m*mL, 1.25 m¥mL y 1.63
m*/mL), luego evaluamos los dafios producidos en la molécula de ADN mediante el
ensayo del cometa también llamado electroforesis de células individuales (SCGE,
siglas en ingles). El ensayo es una técnica rapida, sencilla y econémica que permite
detectar dafos la cadena de ADN como roturas de doble y simple cadena, sitios

alcali-labiles, entrecruzamientos y dafio oxidativo e a partir de la migracion de las



moléculas de ADN previamente depositado en placas con agarosa mediante
electroforesis (Moller, 2006).

La evaluacion de la actividad genotdxica del PM por el ensayo cometa nos permite
caracterizar la calidad del aire en zonas urbanas e industriales de manera rapida y nos
ofrece informacion sobre los posibles riesgos sobre la salud. Existen algunas
limitaciones en este tipo de estudios in vitro, ya que debido a su simplicidad no se
toma en cuenta muchos factores que cambian la manera en que el ADN reacciona
frente al PM 5, en los organismos (Nemmar et al.,, 2013). A pesar de estos
inconvenientes los datos son muy Utiles para dar una visiébn general del efecto del
PMy, y para brindar informacién con el fin de crear procedimientos y metodologias
bien estandarizadas lo que puede abrir a largo plazo el camino para una mejor

regulacion de la contaminacion del aire por parte de los organismos responsables.

En el presente documento de tesis se presenta los resultados del estudio realizado
para evaluar el efecto genotéxico del PM 1, recolectado en la ciudad de Cuenca. El
documento esta divido en 6 capitulos, en el primero capitul6 encontramos el marco
tedrico en donde se introduce al lector en temas como la contaminacion ambiental;
naturaleza fisica y quimica del material particulado aerotransportado y su clasificacion;
efectos nocivos del PMy, sobre la salud con un enfoque especial a los problemas
relacionados con el dafio al ADN; mecanismos por los que el PM 14 produce dafios en
el ADN; la forma en la que el ensayo cometa mide el dafio en el ADN; un resumen de
la metodologia usado por el personal del Centro de Estudios Ambientales de la
Universidad de Cuenca . En el segundo capitulo se presenta la metodologia usada,
aqui se describe las condiciones a las que fueron cultivadas las células A-549 y se
describe los protocolos para los ensayo de genotoxicidad y viabilidad. En el tercer
capitulo se exponen los resultados y en el cuarto capitulo se presenta discusion.

Luego tenemos la bibliografia segin las normas APA y al final encontramos los anexos
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1.1. Contaminacion atmosférica

Los episodios de contaminacion del aire ocurrido en Bélgica en 1930, Pensilvania en
1948 y Londres en 1952 pusieron en evidencia la relaciobn que existe entre la
contaminacion del aire y la salud humana, desde entonces se ha estudiado los efectos
y mecanismos implicados. Los contaminantes son definidos por la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) de EE.UU como cualquier sustancia que a cierta
concentracion podria perjudicar negativamente a seres humanos, animales,
vegetacion o a los materiales de construccién (EPA, 2014).Los contaminantes del aire
forman una mezcla heterogénea de sdélidos, liquidos y gases que pueden incluir a
cualquier compuesto de origen natural o de origen antropogénico. (OMS, 2000) (EPA,
2014).

Los distintos contaminantes se pueden clasificar como: particulas en suspensién
(sélidos y liquidos), contaminantes gaseosos (gases y vapores) y olores. Los
contaminantes gaseosos incluyen compuestos de azufre ([SO,, [SO3], etc.), mondxido
de carbono [CO], compuestos de nitrégeno ([NO], [NO,], [NHs], etc.), compuestos
organicos ([COV], [HAP], etc.), compuestos halogénicos (HF, HCI, etc.). Los olores
estan formado por diversas sustancias quimicas percibidos por el ser humano como
los mercaptanos asi como otros compuestos que son dificiles de definir quimicamente
(OMS, 2000).

Los contaminantes del aire en ciudades se clasifican como contaminantes del aire en
exteriores y contaminantes del aire en interiores debido a que existe una diferencia
importante entre la composicion y nivel de concentracion de los distintos
contaminantes. Varios compuestos del aire en exteriores proviene de fuentes del
medio ambiente circundante y  emisiones antropogénicas principalmente de
actividades como transporte, generaciéon de energia, actividad industrial, calefaccién
doméstica (Rinne & Kaufman, 2012), mientras la contaminacién del aire en interiores
esti ligada a aerosoles para limpieza, humo del tabaco, solventes, pegamentos,
pinturas, la combustion de biomasa para cocinar y calentar los hogares (Colbeck &
Nasir, 2010).

En la actualidad la contaminacion en las ciudades de paises en vias de desarrollo
pueden tener niveles mas altos que en los paises desarrollados, principalmente
porque las poblaciones de las ciudades de Asia, Africa y América Latina se
encuentran en una rapida expansion y no poseen controles de calidad del aire como

el de los paises desarrollados. Con frecuencia las ciudades de los paises en vias de



desarrollo exceden las concentraciones de los contaminantes del aire recomendados
internacionalmente (OMS, 2006).

La exposicion a diversos contaminantes atmosféricos ha sido relacionado con algunas
enfermedades, observandose que producen o agravan principalmente enfermedades
cardiacas y de las vias respiratorias(Hoeijmakers, 2009; Rinne & Kaufman, 2012). El
grupo de trabajo de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC) clasificé a la mezcla de los contaminantes del aire en exteriores y al material
particulado del aire en exteriores como carcinégeno del Grupo | para los humanos. Los
datos que apoyan esta designacion provienen de estudios epidemiolégicos, estudios
de experimentacion con animales y por la observacion de la presencia de mecanismos

de carcinogénesis. (Loomis et al., 2014).

La contaminacion del aire representa uno de los mayores riesgos sanitarios del
mundo, segun estimaciones de la OMS en el 2012 la contaminacion del aire exterior
provoco unos siete millones de defunciones prematuras. Se estima que un 80% de las
defunciones prematuras relacionadas con la contaminacion del aire en exteriores se
deben a cardiopatia isquémica y accidente cerebrovascular, mientras que un 14% se
deben a neumopatia obstructiva crénica o infeccidbn aguda de las vias respiratorias

inferiores y un 6% a cancer de pulmon. (OMS, 2014)

Algunas investigaciones epidemioldgicas de cohorte sefialan que los mayores
problemas sobre la salud que se le atribuyen a los contaminantes del aire, son
causados en gran medida a la presencia del material particulado. Los efectos del PM
sobre la salud encontrados se apoyan en experimentos toxicoldgicos, analisis
epidemioldgicos de exposiciones agudas y estudios de exposicién controlada.(Brauer
et al., 2012).

1.2. Material particulado (PM) suspendido en el aire.

El material particulado (PM, siglas en inglés), denominado también como particulas
totales en suspension (PTS), es una mezcla compleja de diminutas particulas
individuales, sélidas y liqguidas que poseen un tamafio, morfologia, densidad,

naturaleza y composicién quimica heterogénea (Cambra et al., 2010) (Fig.1).



Figura 1. Microfotografia de particulas del PM con
caracteristicas fisicas distintas
Fuente: Modificado de Chung et al., 2012

Una clasificacion del PM realizada en la norma 1SO 7708 (ISO, 1995) se basa en la
observacién de que las particulas mas pequefas tienen la capacidad de penetrar y
depositarse mas profundamente en el tracto respiratorio, provocando los efectos mas
nocivos sobre la salud. Segun esta norma el PM se clasifica como: particulas
inhalables (particulas que se pueden inhalar por la nariz y la boca), particulas
toracicos (particulas inhaladas que penetran en la laringe), particulas respirables de
alto riesgo (particulas que pueden ir mas alla de la laringe y penetrar en el sistema

respiratorio no ciliadas).

Otra clasificacion realizada por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los
Estados Unidos en 1987 denomino al material particulado con un diametro
aerodinamico equivalente menor a 10 um como PM;, Este parametro se utiliza para el
control de la calidad del aire, principalmente porque se observé que las particulas son
responsables de los efectos més adversos en la salud. EI PM 45 se clasifico también en
una fraccion gruesas (AED comprendido entre 2.5 y 10 um) y fraccion fina o PM,s
(AED =2.5 um). Una clasificacion mas detallada identifica también a las particulas ultra
finas (AED AED <1 um) (EPA, 2014). La fraccion torécica definido por la ISO 7708
(1ISO, 1995) es comparable con la fraccion gruesa del PMyg y la fraccion de particulas
respirables de alto riesgo es comparable con el PM ;5 (Cambra et al., 2010).



El didmetro aerodinamico equivalente (AED, siglas en inglés) indica el diametro que
posee una particula esférica con una densidad de 1g /cm ® (ISO, 1995). El AED une
las caracteristicas de tamafio, forma y densidad de las particulas en un solo
parametro, asumiendo por conveniencia y convencion que las particulas son esféricas
a pesar de que muy pocas lo son realmente (Cambra et al., 2010). Se ha observado
gue generalmente las particulas con elementos metalicos poseen formas mas
regulares y los materiales organicos poseen estructuras mas amorfas. (Chung et al.,
2008).

La fraccion gruesa en su mayoria estd compuesta por productos quimicos que son
ricos en aluminio (Al) y silicio (Si), sodio (Na) y cloruro (Cl) y cloruro (Cl) (Mazzei et al.,
2008), Ademas contiene productos ricos en carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno (O),
nitrégeno (N), fésforo (P), y azufre (S), ademas de toxinas, polen, esporas y restos de
plantas y animales(Cambra et al., 2010; Mcmurry, 2000). Por otro lado las particulas
de la fraccion fina (PM ,5) son generalmente ricos en sulfatos (SO,), nitratos (NO3),

amonio (NH,) y compuestos organicos volatiles (COV) (OMS, 2005).

Las particulas finas, a excepcion del carbono y algunos compuestos organicos, son
muy solubles en agua y son higroscopicas (es decir, las particulas finas absorben vy
retienen agua muy facilmente), en cambio las particulas gruesas suelen diluirse en
disolventes organicos. Las particulas finas tiene un grado de pH acido, excepto bajo
condiciones de niebla, debido a que contienen casi todos los 4cidos fuertes. (Chung et
al., 2012).

La fraccion fina y la gruesa suelen comportarse de manera distinta en la atmosfera de
las zonas urbanas. Las particulas suelen permanecer suspendidas en el aire por
distintos periodos de tiempo lo que afecta el tiempo de exposicién de las personas a
los contaminantes, influyendo en la promocién de los mecanismos bioldgicos que se
activan y producen los efectos adversos sobre la salud.(Nemmar et al., 2013). La
fraccion gruesa se elimina mas rapido del aire porque suele tener mayores
velocidades de asentamiento que las particulas de la fraccion fina, debido a que por su
peso y el tamafo las particulas se ven mas influenciadas por la gravedad y otros
procesos de inercia. Suelen permanecer en la atmosfera durante algunos minutos u
horas (Cambra et al., 2010). Las particulas finas también se ven influenciadas por la
gravedad pero se eliminan de la atmosfera con una menor rapidez, permaneciendo
durante dias o0 semanas, los contaminantes de la fracciéon fina pueden dispersarse de
maneras mas homogéneas en la atmosfera. El tiempo que los contaminantes

permanecen en la atmosfera en las zonas urbanas varia también por otros factores



como la temporada geografia, la meteorologia, las fuentes especificas de PM de cada
lugar (OMS 2005).

Los efectos biolégicos negativos que producen el PM se deben principalmente al
tamafo que poseen las particulas y su composicion quimica (Schwarze et al., 2007).
Los mecanismos biol6gicos detrds de estas asociaciones no se entienden
completamente, pero los resultados de la investigacion toxicolégica in vitro han
demostrado que el PM induce varios tipos de efectos celulares adversos, incluyendo la
citotoxicidad, mutagenicidad, dafio en el ADN y la estimulacion de la produccion de
citoquinas proinflamatorias(de Kok et al., 2006).

1.3. Ingreso del material particulado al cuerpo humano.

La exposicién por largos periodos de tiempo al material particulado (PM) suspendido
en el aire ha sido correlacionado con un aumento de probabilidades de sufrir

enfermedades respiratorias, cardiopulmonares y cancer de pulmén (Pope et al., 2002).

La principal via de ingreso del PM al organismo es a través del sistema respiratorio, la
capacidad de ingresar estd determinado por el didmetro aerodindmico equivalente
(AED). La mayor parte de la particulas mas gruesas se quedan en las vias aéreas
superiores que actlan como una primera linea de defensa (Nemmar et al., 2013).
Generalmente el PMyg avanza a las vias aéreas inferiores (Fig. 2), en este punto el
cuerpo activa la segunda linea de defensa que es la fagocitosis por macrofagos
alveolares, neutrofilos y ocasionalmente eosinofilos. Una tercera linea de defensa esta
formada por la respuesta inmune mediada por células y la humoral especifica. Las
vias respiratorias cuentan también con defensa mecénicas como el estornudo, la tos,
y la depuracion mucosilar. Ademas todas las vias respiratorias se encuentran
recubiertas por una capa de células epiteliales que protegen las diferentes estructuras.
(Gutiérrez, 2011). Existe una gran probabilidad de que el PM ,5 alcance los alveolos
donde es mas dificil que se puedan eliminar y en donde se producen mayores

dafios(Nemmar et al., 2013).
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Figura 2. Tamafiio del PM y su capacidad de
alcanzar diferentes tejidos
Fuente: Modificado de Nemmar et al., 2013

Cuando el PM ha logrado evadir los mecanismos de defensa se distribuye en las
células y/o tejidos del pulmén, donde pueden ser transformado y activados

metabdlicamente para producir diversos efectos biolégicos.

Las caracteristicas fisicas y quimicas son muy importantes para determinar la
toxicidad de las particulas del PM en células de pulmén. Pero no existe un consenso
general cual de estas caracteristicas produce los efectos biolégicos tdéxicos mas
importantes. Algunas investigaciones muestran que el area de superficie puede
determinar el potencial de las particulas para provocar efectos bioldgicos in vitro e in
vivo (Brown, 2001; Hamoir, 2003), las particulas mas pequefias por lo general
muestran la mayor toxicidad porgque poseen una mayor superficie de contacto con las
estructuras celulares y de ese modo se pueden liberar una mayor cantidad de

moléculas.

La composicién quimica ha demostrado ser también un factor importante que
contribuye al efecto téxico del PM. Varios grupos de investigadores han encontrado
gue al comparar los efectos bioldgicos que producen diferentes particulas de similar
tamafo, varia enormemente los resultados debido a que poseen una composicion
guimica diferente. (Schwarze et al., 2007). Algunos autores han llegado considerar que
la composicién quimica tiene un mayor peso en la toxicidad de las particulas que el
tamafo(Schwart et al , 2007).

Estudios realizados con lineas celulares de pulmén como las A-549 (adenocarcinoma
de pulmén) y macrofagos alveolares muestran que las particulas del PM;, producen
inflamacién, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas en ingles) y

citotéxicidad. (Hetland et al., 2000; Kleinman et al., 2003). Las especies reactivas de
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oxigenos (ROS) y la inflamacion pueden generar dafios en el material genetico de las
células expuestas (Schwarze et al., 2007).

1.4. Genotoxicidad del material particulado.

EL ADN es una macromolécula bioldgica extraordinariamente estable, debido en gran
medida a su eficiente mecanismo de reparacion. A pesar de su estabilidad existe la
posibilidad de que se produzcan cambios quimicos o cambios en la secuencia de
nucledtidos, muchos de estos cambios ocurren durante la replicacion, recombinacion e

incluso durante la reparacion.

La inestabilidad de los compuestos quimicos que forman la cadena de ADN vy los
nucledtidos en condiciones de temperatura y de pH determinadas producen
reacciones de hidrolisis espontaneas que crean sitios abasicos. (Nemmar et al., 2013).
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno
producidas en el metabolismo celular también provocan diversas mutaciones, entre
las mas importantes se encuentran las roturas de cadena simple (SSB) y roturas de
cadena doble (SDB). Algunos agentes quimicos y fisicos externos producen dafios en
el ADN ya sea por una interaccion directa o porque producen algun efecto intermedio.
La capacidad de estos agentes fisicos 0 quimicos externo de producir dafio en el
material genético o sobre cualquier estructura relacionada se denomina actividad

genotoxica.

Muchos compuestos que interaccionan con el ADN produciendo dafios en la cadena
de ADN se encuentran presentes en la atmosfera como contaminantes, entre ellos se
encuentra el PMy. Una amplia gama de estudios realizados in vitro en cultivos
celulares han demostrado que el PMyo recolectado en varias ciudades posee una
actividad genotoéxica y mutagénica. (Elassouli et al., 2007; Gutierrez et al., 2006; Jung
et al., 2012; Lepers et al., 2014).

1.4.1. Mecanismos por los que el PM podria ocasionar dafios en el ADN

Los mecanismos por los que el PMy, induce genotdxicidad no son claros, pero se ha
mencionado que el estrés oxidativo podria ser uno de los de los principales
mecanismos implicados. (Jung et al., 2012; Oberdérster et al., 2005). Las ROS son
moléculas electrofilicas altamente reactivas que cuando llegan al nicleo de la célula
interactian con los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases nitrogenadas
del ADN produciendo dafio oxidativo (Moller & Loft, 2010). Pueden ocasionar dafios

en el ADN incluyendo las roturas de cadena. Los mecanismo por los que las ROS
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produce roturas de cadena en el ADN incluyen la adicién de OH en las uniones C=Cy
modificaciones quimicas de las bases o el azticar. (Mordechai, 1988).

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre las velocidades de
produccion y de destruccion de las moléculas de las especies reactivas de oxigeno
(ROS). Dentro de los compuestos que forman el grupo de las especies reactivas de
oxigeno se incluye los radicales libres; iones de oxigeno como (02-), hidroxidos (OH.),
peréxidos (RO2.) e hidroperoxidos (HO2.); algunos compuestos que facilmente
pueden convertirse en radicales como peréxido de hidrogeno (H202), el &cido
hipoclorito (HOCI) y el ozono (O3) Entre los ROS encontramos también iones de

oxigeno, radicales libres y peréxidos tanto inorganicos como organicos.

Los metales de transicién, tales como cobalto (Co), cobre (Cu), hierro (Fe),
manganeso (Mn), niquel (Ni), vanadio (V) y titanio (Ti), los HAP y los aniones
presentes en el PM contribuyen a la capacidad del PM de producir ROS y por lo tanto
también en la capacidad para inducir dafio en el ADN de las células de pulmén. (de
Kok et al., 2006). Un ejemplo es el hierro que cataliza la formaciéon de ROS a partir
del superéxido y del hidrégeno (reaccion de Fenton, reaccion de Haber-Weiss)
(Jackson, 2002).

El PM también se puede producir genotoxicidad de manera directa, es decir sin que se
haya formado especies reactivas de oxigeno (ROS) previamente. Los compuestos que
interaccionan directamente con el ADN podrian estar ocasionando cambios en la

molécula de ADN , entre ellos la formacion de aductos (de Kok et al., 2006).

La actividad genotdxica de material particulado en los pulmones puede ocasionar
diversas mutaciones, este es un paso crucial en la carcinogénesis, y niveles elevados
de lesiones oxidativas del ADN se han observado en muchos tumores, implicando

fuertemente tales dafios en la etiologia del cancer (Cooke et al., 2003).

1.4.2. Roturas de cadena

Las rupturas de cadena (RC) se producen por escision del enlace fosfodiéster. Las
fuentes fisioldgicas de roturas de cadena del ADN enddgenas incluyen la replicaciéon y
la recombinacion meiética (Aparicio, Baer, & Gautier, 2014). Las roturas ocurren
también por la accion de agentes exégenos como la radiacion ionizante o quimicos

radiomimeticos, que imitan el efecto de la radiacion ionizante en el ADN.

Se pueden producir dos tipos de rupturas en el ADN, estas son rupturas de cadena

simple (SSB) vy rupturas de cadena doble (DBS). Las SSBs son discontinuidades en
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una de las cadenas de la doble hélice del ADN, si no se reparan apropiadamente
representan una seria amenaza para la estabilidad genética y la supervivencia celular.
En consecuencia, las células han desarrollado mecanismos rapidos y eficientes para
su reparacion. (Caldecott, 2008).

Las roturas de doble cadena (DSB) se producen cuando se rompen las dos cadenas
del esqueleto de azucar fosfato del ADN en la misma posicién o en un lugar lo
suficientemente proximo para que se produzca la separacion fisica de las cadenas de
ADN. (Aparicio et al., 2014). A diferencia de las roturas de cadena simple (SSB) las
roturas de cadena doble (DSB) no cuentan con una cadena complementaria para
copiar la informacioén y repara la cadena de ADN, por lo que es mas problematico para
la célula reparar las lesiones. Ademas las DSBs puede producir perdida o
reordenamiento de los cromosomas.(Aparicio et al., 2014). En las células, la mala
reparacion de las roturas de doble cadena esta implicada en una variedad de

patologias humanas (Aparicio et al., 2014).

1.5. Estudios desarrollados para evaluar la toxicidad del PMyg

Los estudios acerca de los efectos que produce el PMj, estan enfocados en
determinar el dafio que producen y en descubrir los mecanismos que intervienen.
Generalmente los estudios empiezan por la caracterizacion de las particulas (fisicas y
guimicas) vy luego se investiga los efectos sobre la salud y los mecanismos que
intervienen mediante estudios in vivo e in vitro (Oberddrster et al., 2005). Los estudios
in vivo nos ofrece la oportunidad de evaluar los efectos en conjunto pero requieren de
un mayor tiempo asi como de mayor presupuesto y equipo. Las pruebas in vitro nos
permiten evaluar rapidamente los dafios que producen, los niveles de toxicidad
efectivos y pueden proporcionar ideas y confirmaciones del mecanismo de los efectos
in vivo importantes pero no nos muestra el efecto real que se produce en los
organismos debido a que no intervienen todos los factores que podrian cambiar el
resultado en los organismos vivos. Es por esto que debemos tener cuidado al
interpretar los datos obtenidos de ensayos in vitro (Oberdorster et al., 2005).

Una herramienta utilizada para evaluar las alteraciones tempranas que produce el
PMi, es la utilizacion de diversos biomarcadores, los cuales se definen como los
cambios fisicos, quimicos o morfolégicos medibles que se producen en un sistema
biolégico y se interpretan como un indicador de un agente tdéxico. Nos permiten evaluar
y estimar los efectos a corto plazo que produce el PMyo al entrar en contacto con el

organismo (Oberddrster et al., 2005)..
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Para estudiar la genotdxicidad del PM;, es muy utilizado el biomarcador llamado
ensayo del cometa, debido a las ventajas que ofrece sobre otros ensayos del mismo
tipo. En los estudios realizados con el ensayo cometa se suele utilizar diferentes
vehiculos para disolver las particulas y poder aplicarlos sobre los cultivos. Las
particulas se pueden disolver en agua (fraccion acuosolubles) y otros en disolventes
organicos (fraccion organica) (Nemmar et al., 2013).

1.5.1. Ensayo cometa.

Fue desarrollado por Ostling y Johanson como un método para detectar los niveles de
dafio del ADN. En su técnica, las células embebidas en agarosa se colocan en un
portaobjetos de microscopio para luego lisar las membranas con un tratamiento de
sales y detergentes. Si el ADN posee roturas de doble cadena la hélice
superenrrollada de ADN se relaja y los extremos rotos migran hacia el anodo durante
una breve electroforesis. Si no existen roturas de cadena, la falta de extremos libres y

el gran tamafio del ADN impiden que exista la migracion(Ostling & Johanson, 1984).

Posteriormente al desarrollo de la primera técnica se introdujo una modificacién
importante en la técnica, la electroforesis se empez6 a realizar bajo condiciones
alcalinas (pH>13), ya que en la técnica de Ostling & Johanson se usaba un buffer de
electroforesis con un pH neutro. El pH alcalino optimiza la desnaturalizacion del ADN
ya que el ADN se desenrolla a valores de pH superiores a 12,0 (Kohn, 1991). De este
modo se puede detectar ademds de las roturas de doble cadena (DSB) del ADN,
roturas de cadena simple (SSB) y sitios alcali labiles (ALS) (Singh et al, 1988). Esta
version del ensayo ofrece un aumentd en la sensibilidad y debido a que los agentes
genotoxicos producen una mayor cantidad de SSB y ALS que DBS es mas util para

determinar la genotoxicidad del compuesto (Tice et al., 2000) .

Después de la electroforesis se tifie el ADN y se puede observar que el ADN adopta la
forma de un cometa (Fig.3). La cabeza posee un alto peso molecular y la cola contiene
los principales fragmentos que migraron (Olive & Banath, 2006). La cantidad relativa
de ADN que migra (cola) proporciona una forma sencilla de estimar el nimero de
roturas en el ADN que posee una célula. (Olive & Banath, 2006). Las células con una
mayor frecuencia de roturas de doble cadena (DSB) muestran una mayor migracion

del ADN hacia el anodo.
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Figura 3: Visualizacién de los cometas en
el microscopio, 400x.
Fuente: Gutiérrez, I. (2014)

1.6. Recolecciéon de muestras del PMypen la ciudad de Cuenca.

Cuenca es la tercera ciudad mas grande e importante del Ecuador, cuenta con una
poblacién de 505.585 habitantes, segun el Ultimo censo realizado en el 2010 por el
Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC). El parque automotriz es de

101.128 vehiculos y cuenta con 145 industrias, la mayoria dentro el parque industrial.

La ciudad de Cuenca ofrece varias oportunidades de empleo para la poblacién en
general por lo que el crecimiento demogréafico ha aumentado mucho mas rapido de lo
planificado, conjuntamente la contaminacion del aire se ha incrementado. Dentro de
los contaminantes que son estudiados en el monitoreo de la calidad del aire por sus
efectos nocivos sobre la salud, se encuentra el material particulado (PMy). Un informe
emitido en el 2010 por la empresa municipal EMOP-EP informa que Cuenca libera a la

atmosfera un total de 1099 toneladas al afio de material particulado (PMyy).

En el 2006 en una investigacion realizada por el Centro de Estudios Ambientales de la
Universidad de Cuenca denominado “Determinacion de la concentracion de material
particulado en diferentes zonas de la ciudad de Cuenca” en el que se monitoreo el
PMy, en tres puntos de la ciudad se encontré que el 80 % de los sitios estudiado
registraron niveles de concentracion maxima superiores a los limites establecidos en la

Normativa Ecuatoriana para la calidad del Aire Ambiente, Libro VI.

Tomando como antecedente la investigacion desarrollada en el 2006 se realiz6 la
presente investigacién que fue desarrollada gracias a un convenio de colaboracién
firmado por el Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca y la
Universidad Técnica Particular de Loja. Los objetivos de ambas instituciones en la
presente investigacion era el de monitorear el aire de la ciudad de Cuenca utilizando
como parametro el material particulado (PM,o) aerotransportado, para poder
determinar su composicion quimica y el posible dafio genotdxico que podria estarse

produciendo en la poblacion expuesta.
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El centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca se encargd de
recolectar las muestras del material particulado y de analizar la composicién quimica y
su concentracion. La muestras se recolectaron en tres puntos de la ciudad y en dos
fases (épocas) distintas (Tabla 1) durante 60 dias cada una. Los puntos fueron
elegidos gracias a las conclusiones obtenidas del estudio previo realizado en el
2006.La recoleccion se realizé de lunes a viernes en un periodo comprendido de
09:00 horas a 15:00 horas, considerando el incremento del movimiento vehicular y la
actividad humana. (Astudillo, 2014).

Tabla 1. Puntos de muestreo del PM,o con las fechas las dos fases de recoleccion

Temporadas de recoleccion.
Puntos Ubicacién

Fase 1 Fase 2
P1 Calle Vega Mufioz y 11/01/2013-21/02/2013 22/02/2013-04/04/2013
Hermano Miguel
P2 Av. Loja y Remigio 05/04/2013-24/05/2013 27/05/2013-05/07/2013
Tamariz
P3 Av. Ricardo Duran (Via a 19/08/2013-27/09/2013 30/09/2013-06/11/2013
Bafios)

Fuente: Astudillo, 2014

Para recolectar las muestras de PMyq utilizaron un equipo de bajo volumen (Low Vol
de Fy J modelo LV-2), con un flujo constante de 100I/min, para filtrar 6m* de aire por
hora. Los filtros que usaron fueron de membrana de éster celulosa con diametro de

poro de 0,8 micras.

La fraccién acuosoluble del material particulado se extrajo lavando los filtros con
agua desionizada (ultra pura Milli Q), las soluciones preparadas fueron almacenadas
en refrigeracion a 4°C para el posterior analisis de genotoxicidad. Los resultados de la

caracterizacion del PMy, de la ciudad de Cuenca se puede observar en el anexo 1.
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Objetivos

Objetivo general.

Determinar el efecto genotoxico del material particulado recolectado en el aire de la
ciudad de Cuenca sobre la linea celular A-549.

Objetivos especificos.

Determinar la viabilidad de los cultivos de la linea celular A-549 luego de ser
expuestos durante 24 horas a distintas concentraciones del material particulado
(PMyp), para establecer las dosis subtéxicas a las que se probara la genotoxicidad.

Determinar la genotoxicidad que producen las distintas concentraciones del
material particulado (PMj,) sobre la linea celular A-549 mediante el ensayo del
cometa.
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MATERIALES Y METODOS.
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2.1. Modelo Biolégico
2.1.1. Condiciones de cultivo

Se usO la linea celular epitelial A-549 derivada del adenocarcinoma humano para
exponerla al PMy, recolectado en la ciudad de Cuenca. Las células fueron cultivadas
en medio RPMI-1640 (GIBCO) suplementado con 100 pg/ml de penicilina 'y 100 pg/ml
de estreptomicina (GIBCO), 2mM de L-Glutamina (GIBCO), Bicarbonato de sodio al
0.2 % (MERCK) y 10% de suero fetal bovino (GIBCO). Las células fueron incubadas a
una temperatura de 37° C en una atmosfera con 5% de CO.,.

Figura 4. Células epiteliales A-549
en una caja de cultivo.
Fuente: Gutiérrez, 2014.

2.1.2. Controles

Como control positivo se uso etiimetanosulfonato (EMS) a una concentracién de 2uM,
se sabe que el compuesto reacciona con los grupos nucledfilicos del ADN donando un
grupo etilo, estas alteraciones se transforman en roturas de cadena al exponerlos a un

tratamiento con hidréxido de sodio.

Se usaron dos controles negativos, en primer lugar se utilizé el agua destilada usada
para disolver el PMy, de los filtros, para asegurarnos que el vehiculo (agua destilada)
no cause algun efecto sobre el ensayo. El cultivo de las células sin ningln tratamiento

se usé como segundo control negativo
2.1.3. Siembray cosecha de la linea celular.

Las células fueron sembradas en cajas multiplatos de 6 pocillos, luego de ser
removidas con 1 mL de tripsina a partir de cultivos que se encontraban en fase log.
Las células fueron incubadas por 24 horas. Luego cambiamos de medio a los cultivos
y aplicamos la fraccion acuosoluble del PMy, a tres distinta concentraciones (0.82
m*/mL, 1.25 m*mL y 1.63 m®mL) (Fig. 6), las células fueron incubadas por 24 horas

P

mas.
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Para cosechar las células tratadas con el PM;g, disgregamos las células y las pasamos
tubos cénico de 15 mL junto con su medio de cultivo. Los tubos fueron centrifugados
por 5 minutos a 500 x g, luego desechamos el medio y resupendimos el pellet
obtenido con 1 mL de medio RPMI-1600, pasamos la nueva resuspension a tubos
conicos de 1.5 mL y centrifugamos por 2 minutos a 10000 rpm, eliminamos el
sobrenadante y  resuspendimos el pellet con 40 pyL de medio RPMI-1600
suplementado.

Ca1|e Vega Av. Lojay Av. Ricardo

Mufioz y Hermano Remigio Tamariz Durén (P3)

Miguel (P1) (P2)

Fase 1 Fase 2 Fase 1 Fase 2 Fase 1 Fase 2
A\/4
Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
aplicadas. aplicadas. aplicadas. aplicadas. aplicadas. aplicadas.
0.82 m¥/mL, 0.82 m*/mL, 0.82 m*/mL, 0.82 m*/mL, 0.82 m*/mL, 0.82 m¥/mL,
1.25 m¥mL 1.25 m¥mL 1.25 m¥mL 1.25 m¥mL 1.25 m¥mL 1.25 m¥mL
3

1.63 3mL 1.63 3mL 1.63 ¥mL 1.63 3mL 1.63 3mL 1.63 3mL

Figura 5. Esquema de los tratamientos de PMy, aplicados a los cultivos celulares.
Fuente: Gutiérrez, |. (2014).

2.1.4. Viabilidad mediante el ensayo de doble tincion de FDA-EtBr

Para poder determinar el porcentaje de viabilidad de los ensayos tomamos 20 uL de la
resuspension obtenida en la cosecha y mesclamos con 20 uL de solucién de Diacetato
de Fluoresceina — Bromuro de Etidio (FDA 5mg/ml; EtBr 1 mg/5mL). Colocamos la
suspension de cada tubo en placas portaobjetos, por duplicado. Las células tefiidas
fueron observadas en un microscopio de fluorescencia (ZEISS- Axioskop 2 plus) y se
contabilizé 200 células por placa (400 células por cada punto de muestreo). La tincion
de una célula de color rojo (bromuro de etidio) nos indica que ha sufrido una perdida
irreversible en integridad de la membrana y se asumen que estan muertas. Las células
tefiidas de color verde (FDA) son tomadas como células vivas. A partir de la cantidad

de células vivas y muertas se saca el porcentaje de viabilidad.
2.1.5. Ensayo cometa.
Antes de realizar el ensayo preparamos las placas portaobjetos con 150 pyL de

agarosa de normal punto de fusion (Invitrogen) al 1%.
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A partir de la suspension obtenida en la cosecha tomamos 20 uL y mezclamos con
150 pyL de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma) al 1%, la nueva suspension la
vertimos en 2 diferentes laminillas (75 yL c/u) y las cubrimos inmediatamente con un
cubreobjetos. Las placas se llevaron a refrigeracion por 5 minutos. Transcurrido este
periodo de tiempo y luego de retirar los cubreobjetos colocamos 130 uL de agarosa
de bajo punto de fusién y volvemos a colocar los cubreobjetos, luego llevamos las
laminillas a refrigeracion por 5 minutos adicionales. Al pasar este tiempo retiramos los
cubreobjetos y dejamos las laminillas en la solucién de lisis (10% de DMSO y 1% de
tritbn X-100 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris y pH 10) por un tiempo entre 1
horay 15 dias.

Antes de proceder con la electroforesis dejamos reposar las laminillas por 20 minutos
en el buffer que contiene 300 mM NaOH y 1mM mM EDTA ajustado a un pH > 13.
Transcurrido este tiempo se realizé la electroforesis en condiciones de 25V, 300 mA'y
20 min. (Tice et al. 2000). Posteriormente las laminillas fueron sometidas a un buffer
de neutralizacion ajustado a un pH 7.5 (0,4 M tris) y las deshidratamos con metanol

para su posterior analisis.

Los portaobjetos se volvieron a hidratar con agua desionizada fria y se tifieron con 60
ML de bromuro de Etidio (30 ug/ml). Para evaluar el dafio medimos la longitud de cola
en um usando un micrémetro ocular. En un microscopio de fluorescencia (ZEISS-
Axioskop 2 plus) con un aumento de 400x se contabilizo un total de 50 cometas por

cada laminilla.

2.1.6. Anadlisis de datos del ensayo cometa.

Se realizd tres réplicas del ensayo cometa, cada una por duplicado. Se analiz6 la
normalidad de los datos con el test de normalidad Shapiro — Wilk y posteriormente se
usé el test no paramétrico de Kruskal — Wallis para compararlo con el control negativo

y comparar las dos fases.
Para el analisis estadistico se tomaron los porcentajes de viabilidad de las tres

replicas y luego se utilizé la prueba de comparacion mdaltiple ANOVA usando el

software estadistico GraphPad Prisma 5.

22



Esquema del ensayo cometa.

Tratamientos con PM.

— Dosis 0.82 m3/mL,
o 7 o -G
Siembra de Células. Incubz;uon por 24 1.25 m3/mLy 1.63
horas.
m3/mL

Incubacién por 24
horas.

Electroforesis

Viabilidad

Evaluacién del largo de

la cola de los cometas

Figura 6. Esquema para realizar el ensayo cometa.
Fuente: Gutiérrez, . (2014)
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3.2 Viabilidad de las lineas celulares expuestos a PM10 recolectado en la
ciudad de Cuenca.

Antes de comenzar con los ensayos de genotoxicidad comprobamos que las dosis de
0.82 m*mL, 1.25 m*mL y 1.63 m®mL eran subtoxicas pues no producian un nivel de
viabilidad inferior al 70% en las células. Mantener este porcentaje es importante ya
gue un indice inferior produce que los valores de genotoxicidad encontrados por el
ensayo cometa incremente por un efecto de las células muertas y no por la

genotoxicidad propia del compuesto.

Para asegurarnos que la viabilidad de los ensayos se mantenga por arriba del 70%
realizamos un ensayo de doble tincibn con FDA- BrEt antes de cada ensayo cometa.
Los resultados de los tres ensayos juntos los podemos observar en la tabla 2, aqui
podemos observar mantienen un nivel de viabilidad que no disminuye por debajo del
90%.

Tabla 2. Porcentajes de viabilidad de la linea celular tratados con el PM;o de los distintos

puntos de muestreo atres distintas concentraciones.

Porcentaje de viabilidad +Std. Desviacién

Dosis P1(l P1(ll etapa) | P2(l P2 (| P2(1 P2(ll etapa)
etapa) etapa) etapa) etapa)

C+(EMS) | 96,35+2,1 | 96,35+2,19 | 96,35+2,1 | 96,35+2,19 | 96,35+2,1 | 96,35+2,19
9 9 9

C-(solo 96,86+2,1 | 96,86+2,19 | 96,86+2,1 | 96,86+2,19 | 96,86+2,1 | 96,86+2,19

células) 9 9 9

C-(filtro 96,63+1,2 | 96,63+1,24 | 96,63+1,2 | 96,63+1,24 | 96,63+1,2 | 96,63+1,24

Blanco) 4 4 4

0,82m3/ml | 96,82+1,1 | 96,40+1,13 | 97,43+0,6 | 96,02+1,28 | 96,95+0,9 | 95,96+1,63
5 7 0

1,25m3/ml | 93,34+3,1 | 97,98+1,63 | 96,75+1,1 | 95,63+0,89 | 97,02+0,9 | 98,11+2,24
5 6 7

1,63m3/ml | 96,79+2,1 | 99,35+0,83 | 95,80+1,5 | 95,59+1,54 | 95,60+1,3 | 96,81+2,58
8 7 0

Cada valor representa la media +EE de tres ensayos independientes, cada uno realizado por
triplicado con respecto al control negativo.

Fuente: Astudillo, A. (2014)
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3.2 Evaluacién de la genotoxicidad de las distintas dosis del PMy,frente al

control negativo

Analizamos el dafio ocasionado por el PM;y; en el ADN observado en los cultivos
celulares y lo comparamos con el encontrado en el control negativo en el que
colocamos las células sin ningln tratamiento, la comparacion se la realiz6 el test de
Kruskal- Wallis. Si el dafio encontrado en los cultivos expuestos a las particulas es
estadisticamente mayor consideramos que el PMj, produce un efecto genotdxico
sobre la linea celular A-549. También evaluamos si existe una relacion de dosis

respuesta entre las diferentes dosis.

El test de Kruskal-Wallis nos indica que el PMy, recolectado en el punto 1 (calle Vega
Mufioz y Hermano Miguel) durante la fase uno produce un efecto genotdxico sobre la
linea celular A-549 en las tres concentraciones. Sin embargo, el test nos indica
también que las tres dosis producen un efecto genotdxico similar por lo que no existe
una relacion de dosis respuesta. En la fase dos se muestra que el PMy, recolectado
no produce un efecto genotdxico a ninguna de las dosis aplicadas ya que en todas se

observa el mismo efecto que el control negativo (Figura 1).

En el punto 2 (Av. Loja y Remigio Tamariz) durante la fase 1 todas las dosis producen
un efecto genotéxico pero el efecto producido es similar en todas las dosis. En la
segunda fase se puede observar un dafio genotdxico que se produce a partir de
segunda dosis (1.25 m*/mL), estas dos dosis son estadisticamente diferentes siendo la

segunda dosis la que produce el efecto genotoxico mas alto (Figura 1).

En los cultivos celulares de la primera fase del punto 3 (Av. Ricardo Duran)
encontramos que todas las dosis aplicadas no producen un efecto genotéxico
estadisticamente mas ato al observado en el control negativo y tampoco tienen un
efecto de dosis respuesta. EI PM 1, de la fase 2 produce en cambio un efecto
genotéxico mayor en las dosis de 1.25 m*mL y 1.63 m*mL. Segun el test estadistico
de Kruskal Wallis las tres dosis de PM 3, de la primera fase no estarian produciendo
un efecto dosis respuesta pues no se encontré diferencias significativas, mientras que
el test nos indica que al comparar las tres dosis de la segunda fase encontramos que

existe una tendencia de dosis respuesta (Figura 1).
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Grafica 1. Grafica 3. Dafio genotdxico en células A-549 tratadas con diferentes
concentraciones del PM1o (0.82, 1.25 y 1.63 ms/mL) y comparadas con el control negativo (solo
células). Cada barra representa la media tEE de tres experimentos independientes cada uno
por triplicado (*p<0.005, **p<0.001, *** p<0.0001).

3.2 Comparacién del efecto genotdxico de las dos fases.

3.2.1Av. Vega Muiioz y Hermano Miguel.
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Al comparar las dosis correspondiente de cada fase observamos que existe un mayor

dafio genotoxico producido en la primera fase.

Largo del cometa en pm

Grafica 2. Comparacion de dafio genotoxico provocado por el PM;o de las dos fases

recolectado en la Av. Vega Mufioz y Hermano Miguel.
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3.2.2Av. Lojay Remigio Tamariz.

El dafio que se produce por el PMy, de la segunda y tercera dosis es estadisticamente

mayor al producido por las mismas dosis por el PMy, de la primera fase. Sin embargo

en la primera dosis se puede apreciar que el mayor dafio genotéxico se produce

durante la primera fase. Parece ser que el PM i, recolectado en la segunda fase

produce los mayores dafios a pesar de que la primera dosis ho muestre la misma

tendencia.

Grafica 3. Comparacion de dafio genotoxico provocado por el PMyg de las dos
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3.2.3Av. Ricardo Duran.

La tendencia parece indicar que el PM 3 de la segunda fase produce los efectos mas
genotdxicos pues la segunda y tercera dosis muestran un dafio genotéxico mayor en
la segunda fase, sin embargo en la primera dosis el test de Kruskal- Wallis nos indica
gue el efecto del PM en estas dos fases es similar, a pesar de esto la tendencia

parece indicar un mayor dafio genotoxico en la segunda fase.
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Grafica 4. Comparacion de dafio genotoxico provocado por el PMyo de las dos

fases recolectado en la Av. Ricardo Duran
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DISCUSION
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Aunque varios estudios han sefialado una relaciébn causal entre la contaminacion
atmosférica y los efectos adversos para la salud, los mecanismos biolégicos que
podrian ser responsables de estos efectos son desconocidos. (Pope et al., 2002). El
dafio que se produce en el ADN por los contaminantes ambientales se piensa es
causado principalmente por el estrés oxidativo, que se produce cuando existe un
aumento de las especies reactivas de oxigeno producidas por los contaminantes del
PM en el organismo es un mecanismo por el cual se producen lesiones. (Jung et al.,
2012). Los metales y aniones contenidos en el PM ;0 han sido asociados a la
formacion de especies libres de oxigeno y con la formacion de dafio sobre la molécula
de ADN.

Para medir el dafio genotéxico que produce el PM i, recolectado en la ciudad de
Cuenca sobre la linea celular A- 549 utilizamos la version alcalina del ensayo cometa.
Con esta técnica podemos medir la formacién de roturas de doble y simple cadena y
sitios alcali labil, las cuales son las modificaciones mas importantes que se ha

observado en el ADN después de la exposicion PM;o (Moller, 2005).

Escogimos la linea celular A-549 debido a que se deriva del epitelio de un pulmén
humano y tiene la capacidad de transformar los compuestos en sus formas
genotoxicas finales por lo que ha sido ampliamente utilizada para evaluaciones del

dafio del ADN inducido por contaminantes ambientales (Foster et al., 1998)

Los datos obtenidos en este estudio muestran que la fraccién acuosoluble recolectado
en la Av. Vega Mufioz y Hermano Miguel (punto 1) durante la primera fase muestra un
efecto genotdxico, esto concuerda con la descripcion del sitio que se indica que es un
lugar con alto tréfico vehicular y se ha encontrado en otros estudios que el trafico
emite compuestos altamente genotoxicos (de Kok et al., 2006). Sin embargo en la
segunda fase el PMj, no parece producir ningun efecto genotdxico, esto puede
deberse a la disminucion del Cu encontrado en el estudio desarrollado por Astudillo,
2014 (ver anexo 2) EI Cu junto con el Fe han demostrado tener un efecto genotéxico
luego de ser biolégicamente activados por las células. (Mordechai, 1988). No existe un
efecto dosis respuesta entre las diferentes dosis aplicadas en la fase 1 y en la fase 2,
esto puede deberse a que las dosis aplicadas no producen un aumento notable de la

concentracion de los compuestos genotoxicos.

Los datos obtenidos en la Av. Loja y Ricardo Tamariz (punto 2) nos muestran que el
PMy produce un efecto genotdxico en las dos fases, esto concuerda también con la

descripcion del sitio que ha sido mencionado como un lugar de alto trafico vehicular.
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En la Av. Ricardo Duran (punto 3) el PM;, de la primera fase no produce un efecto
genotdxico sin embargo en la segunda fase se puede apreciar el efecto genotoxico y
ademds una respuesta dosis-dependiente, que nos indica que existe una relacion
causa-efecto entre el nivel de exposicion de un téxico y la magnitud de respuesta de
este. Esta respuesta se puede deber a la alta concentracion de Fe presente en esta
zona (ver anexo 2) (Astudillo, 2014).

En el punto 2 y el punto 3 el mayor dafio en el ADN se produce en la segunda fase,
esto concuerda con lo encontrado por Gonzalez, 2014, en este estudio se evalud la
cantidad de ROS producido por las mismas muestras de PM,, recolectado en la ciudad
de Cuenca. La cantidad de ROS producida por el PM;, fue mas alto en la segunda
fase. Sin embargo estos datos estarian en contraposicién con lo que se cabria esperar
en el punto uno pues aqui el dafio genotéxico es mayor durante la primera fase, esto
se puede deber a que las diferencias en la cantidad de ROS encontrado no son muy
altas y a que las formacion de ROS no es la Unica via por la que el PM 1, produce
dafio genotoxico en el ADN.

La gran cantidad de moléculas presentes en el PMy, (iones, metales pesados y otros
no analizados) producen distintos efectos genotéxicos y debido a que las
concentraciones varian entre las muestras es dificil atribuir a algunos pocos

compuestos el dafio.
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CONCLUSIONES.

Las dosis de 0.82 m*mL, 1.25 m*mL y 1.63 m®mL del PM y, recolectado en la
ciudad de Cuenca producen un efecto subtdxico sobre las los cultivos
celulares, por lo que son Optimos para realizar el ensayo cometa.

El material particulado recolectado en: la fase 1 de la Av. Vega Mufioz y
Hermano Miguel produce un dafio genotoxico mientras que el recolectado en la
segunda fase no produce dicho efecto. EI PM,, recolectado en las dos fases
de la Av. Loja y Ricardo Tamariz produce un efecto genotoxico. ElI PMyg
recolectado en la fase 2 de la Av. Ricardo Duran producen un efecto

genotdxico mientras que el recolectado en la fase 1 no lo produce.
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RECOMENDACIONES.

Se recomienda que también se realice por separado los ensayos con las
fracciones gruesa y fina del PMy, para que se pueda observar el dafio
genotdxico que producen estas fracciones.
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Anexo 1. Concentraciones de aniones presentes en el PMy, recolectado en la
ciudad de Cuenca

Tabla 4. Concentraciones de aniones presentes en las muestras de PM10
recolectados en los puntos de monitoreo (Primera etapa)

Puntos de Aniones (ng/m?>)

monitoreo Cloruro ' Nitrato ' Sulfato
P1 2.88 19.94 28.66
P2 81.6 672.48 780.0
P3 229.77 710.77 781.95

Fuente: Astudillo, 2014

Tabla 5. Concentraciones de aniones presentes en las muestras de PM10
recolectados en los puntos de monitoreo (Segunda Etapa)

Puntos de Aniones (ng/m?3)

monitoreo Cloruro Nitrato Sulfato
P1 154.54 944.84 1323.31
P2 77.36 405.77 1030.56
P3 265.48 786.07 1008.75

Fuente: Astudillo, 2014
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Figura 7. Variacién en la concentracion de aniones en las muestras de PMyo durante las dos

etapas. )
Fuente: Astudillo, 2014

39



Anexo 2. Concentraciones de metales presentes en el PMyo recolectado en la
ciudad de Cuenca

Tabla 6. Concentraciones de metales pesados presentes en las muestras de PM10
recolectados en los puntos de monitoreo (Primera etapa)

Concentracién de metales pesados ( ng/m?)

| Puntos de

Fe Zn Mn Cu Ni Cr Ccd
P1 1888.88  187.05 36.11 175.94 26.83 N.C N.C
P2 2801.83  220.33 57.38 22.22 N.C N.C N.C
P3 3180.55 107.38 60.16 10.16 N.C N.C N.C

NC= No cuantificado.

Tabla 7. Concentraciones de metales pesados presentes en las muestras de PM10
recolectados en los puntos de monitoreo (Segunda Etapa)

| Puntos de Concentracién de metales pesados ( ng/m?)

Fe Zn Mn Cu Ni Cr cd
P1 3981.11  274.05 75.88 22.22 26.83 N.C N.C
P2 4777.77  137.00 118.5 25.88 N.C N.C N.C
P3 4722.66  97.22 88.8 12.94 N.C N.C N.C

Fuente: Astudillo, 2014.

NC= No cuantificado.
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Figura 8. Variacién en la concentracion de aniones en las muestras de PMyo durante las dos
etapas
Fuente: Astudillo, 2014.

40



