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A-549: linea celular de pulmon.
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DCFDA: Diacetato de diclorofluoresceina.
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RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SFB: Suero Fetal Bovino

SSBs: Roturas de Cadena simple (single strand break)
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PM: Material Particulado



RESUMEN

PMj, es una de las principales preocupaciones para la salud. El PM;, posee caracteristicas
fisicas las cuales le permiten que este logre ingresar muy profundo dentro del sistema
respiratorio, y una vez dentro causar dafio pulmonar incrementando la morbilidad y
mortalidad. La toxicidad, efecto inflamatorio y genotoxicidad del material particulado esta
relacionado con su tamafio y la composicién principalmente dentro de la fraccidon organica
se encuentra hidrocarburos aromaticos policiclicos.

En esta investigacion se evalla el efecto inflamatorio, genotdxico y citotoxico de la fracciéon
organica, para los estudios se utilizé la linea celular A-549 que fue expuesta al material
particulado de tres zonas, a tres concentraciones distintas (0,82m%mL; 1,25m*mL;
1,63m3/mL), se evalué mediante ensayo MTS, la produccion de ROS mediante la técnica de
Diacetato de 2,7 -diclorofluoresceina, y efecto genotoxico mediante ensayo cometa. Se
encontré6 que la fraccion organica del PM;o produce un efecto dosis dependiente y esta
relacionada con la induccion de inflamacion a nivel pulmonar y también provocando un
efecto genotoxico, constituyendo un riesgo de exposicion a largo plazo para la poblacion de
la ciudad de Cuenca.

PALABRAS CLAVE: material particulado, fraccion organica, efecto inflamatorio, dafio
genotoxico.



ABSTRACT

The mixture of airborne particles whose diameter is lesser than 10um, called PMyq, is a major
concern for health. PMy, has physical characteristics that allow it to enter within the
respiratory system, and, once inside, cause lung damage, increasing morbidity and mortality
from cardiopulmonary diseases and lung cancer. The toxicity, inflammatory effects, and
genotoxicity of the particulate material are related to its size and composition, in which we
find some heavy metals but mainly an organic fraction of polycyclic aromatic hydrocarbons.

In this research, the inflammatory, cytotoxic, and genotoxic effects of the organic fraction of
PM10 in the air of Cuenca city were evaluated by exposing cell cancer line A-549 (lung) to
three different concentrations (0.82m*mL, 1.25m*mL, 1.63m%*mL) of PM10. Cytotoxicity was
evaluated by the MTS assay, the production of ROS (reactive oxygen species) by the
diacetate 2',7'-dichlorofluorescein (DCFDA) technique, and genotoxicity by the alkaline
comet assay. The organic fraction of PM10 produces a dose-dependent effect associated to
inflammation at lung level and genotoxicity, possibly endangering the population of the city of
Cuenca.

KEYWORDS: particulate matter, organic fraction, inflammatory, genotoxic damage.



INTRODUCCION

La poblacion humana de las zonas urbanas se encuentra constantemente expuesta a
contaminantes ambientales aéreos, entre los principales se encuentra el material particulado
(PM) (Querol et al., 2001). Este contaminante es una mezcla altamente heterogénea de
particulas suspendidas en el aire que poseen un tamafio menor a 10um (PMyo) y posee
caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas particulares, este PM puede estar conformado
por sustancias de origen natural o antropogénico (EPA., 2004). La mayor cantidad de PM de
origen antropogénico proviene de las emisiones de motores de los vehiculos, actividades

industriales y los procesos de combustion (Querol et al. 2001; Westerdahl et al. 2005).

Se cree que este PM tienen impacto en la actividad genotéxica, mutagénica y/o
carcinogénica debido a que desestabilizan las cadenas de DNA de manera directa o
mediante mecanismos que influyen en la formacion de especies reactivas de oxigeno
(Brunmark & Cadenas, 1989; Campos & Palomo, 2009). Ademas debido a su
heterogeneidad quimica se puede encontrar sustancias como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs), metales pesados, 6xidos de azufre y de nitrdgeno (Machado et al.,
2007), El estrés oxidativo se produce en las células cuando la generacién de ROS abruma
defensas antioxidantes naturales de las células. Se cree que ROS y el dafio oxidativo
desempefian un papel importante en muchas enfermedades humanas incluyendo cancer y
otras enfermedades neurodegenerativas. Por lo cual es de mucha importancia el estudio del
posible dafio oxidativo ocasionan las especies reactivas de oxigeno en la salud humana

(Eruslanov & Kusmartsev, 2010).

La caracterizacion del material particulado corresponde a una mezcla compleja de
compuestos organicos e inorganicos, a continuacion se describen las dos fracciones por las

cuales se encuentra conformado el PM.

La fraccion insoluble o fraccion se encuentra constituida por particulas llamadas “primarias”
entre ellas encontramos a los sulfatos, se halla en fase sélida y compuesta primordialmente
por carbono, también incluye particulas de pequefios tamafios como cenizas no
combustibles, estas cenizas son derivadas principalmente de lubricantes, aditivos de
combustibles y del desgaste del motor. En la fraccion soluble o llamada igualmente Fraccion
Orgénica Soluble (FOS), esta involucra compuestos orgénicos de alto peso molecular y muy
complejos en su estructura, son derivados del combustible y lubricantes (Suarez & Pérez,
2006).



Las investigaciones referentes a la presencia de HAPs en muestras del material particulado
PMy, recolectado de la red de monitoreo de la ciudad de Cuenca y estudios previos ya
realizados del extracto acuoso son el punto de partida para continuar con la ejecucion de
este estudio que se encuentra relacionados con las particulas atmosféricas, el desarrollo del
trabajo permiti6 aportar con datos que muestran el nivel de impacto que las particulas del
PM;, estan ocasionando sobre la salud humana, esto se logré determinar mediante métodos
que evalian el dafio inflamatorio alveolar y genotéxico que el PM;q estd causando y que

posiblemente estan llevando a la muerte a personas susceptibles y cancer pulmonar.

La presente investigacion permitié estudiar in vitro el dafio inflamatorio y genotoxico de la
suspension y extracto organico del PM;, recolectado en diferentes sitios de muestreo en la

ciudad de Cuenca.
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1.1. Contaminacion Atmosférica

Se entiende por contaminacion atmosférica a la presencia de sustancias en una cantidad
gue implica molestias o riesgos para la salud de las personas y de los demas seres vivos
(Durand et al., 2012), han existido episodios de contaminacion del aire en Bélgica en
1930, Londres en 1952 y Pensilvania en 1948 que serian los mas destacables y
caracteristicos que pusieron en evidencia la relacion entre la contaminacion del aire y la
salud humana (EPA., 2004).

Existe una gran cantidad de sustancia quimicas que pueden contaminar y pueden

proceder de emisiones naturales y las antropogenicas dentro de las mas comunes estan:

¢ Mondxido de carbono (CO)
e Didxido de Carbono (CO,)

e Metales pesados

e Ozono

e Material particulado

o Oxidos de nitrégeno (NOX)
o Diodxido de azufre (SO,)

e Compuestos Organicos Volatiles (COV’s)

La contaminacion del aire representa una de los mayores riesgos sanitarios del mundo,
segun la OMS en el 2014 la contaminacion del aire exterior provoco unos siete millones
de defunciones prematuras. Se estima que un 6% de las defunciones relacionadas con

la contaminacion del aire exterior se deben a cancer de pulmén (OMS, 2015).

Por esta razén cada pais establece que se adopten acciones de monitoreo ambiental,
estas acciones estan dirigidas a la generacion de diagndstico de la situacion ambiental y
de la calidad el aire, para de esta manera caracterizar las fuentes de emision, calidad del
aire y los efectos sobre la salud, estas acciones tienen por misidon proporcionar

informacion correspondiente a la contaminacién del aire (Durand et al., 2012).

1.2. Material Particulado Suspendido en el Aire

El material particulado (PM) por sus siglas en inglés (particulate matter) se encuentra

acompafiado de un nimero, el mismo que indicara el diametro de la particula, bajo este



nombre se engloba al conjunto de diminutas particulas sélidas y pequefias gotas de
liquido presente en el aire, que forman una mezcla compleja con naturaleza y

composicion quimica heterogénea (Pope, Dockery, Spengler, & Raizenne, 1991).

El PM se origina de una variedad de fuentes y procesos morfolégicos, quimicos y fisicos.
Ejemplos son las particulas producidas por los procesos de combustién, procesos
fotoquimicos, particulas de sal formadas por el spray del océano y particulas de tierra
resuspendidas. Algunas son liquidas y otras sélidas. Diferentes pueden contener un
centro sélido rodeado por un liquido. EI PM contiene iones inorganicos, componentes
metalicos, carbén elemental, compuestos organicos y compuestos en forma de cristales.
Algunas particulas son higroscoépicas. La parte organica es especialmente compleja
porque contienen miles de compuestos (Gillies, Etyemezian, Kuhns, Nikolic, & Gillette,
2005).

Los limites maximos permitidos establecidos en la legislacién ecuatoriana son 15pg.m?
(promedio anual) y 65pg.m?* (promedio 24 horas) para PM. s y 50ug.m? (promedio anual)
y 150ugm?® (promedio 24 horas) para PMy,. Estos valores son equiparables con los
existentes en la mayoria de los paises latinoamericanos e incluso con los fijados por la
Agencia Estadounidense de Proteccién Ambiental, USEPA (Ramirez, Esparza Ponce,
Varela Sortillén, Astorga Reyes, & Roman B, 2009).

1.2.1. Clasificacion del Material Particulado

El PM se clasifica segun su diametro, en PMy, (10um), PM grueso (2,5 a 10um) y PM
ultrafino (<2,5um) (Campos & Palomo, 2009). Por otro lado, el desarrollo de la
nanotecnologia y de la ingenieria de nanomateriales del carbén ha permitido generar
nanoparticulas de 1 a 100nm, nanotubos de pared simple, nanotubos de pared mltiple y
PM estandar de 1,4nm (Bunn, Dinsdale, Smith, & Grigg, 2001). También, se ha
preparado mezclas de particulas derivadas del carbén, particulas de carbédn purificadas
de poliestireno de 60nm (Bunn et al.,, 2001). Esto implica la interaccion directa de
material ultrafino en sangre. Se ha observado que aerosoles con PM entre 7 y 487nm de
diametro, marcados con Tc99 , se pueden difundir a la circulacion (Campos & Palomo,
2009).

Una clasificacion del PM realizada en la norma ISO 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
(penetran hasta nariz y boca), particulas toracicos (penetran en la laringe), particulas
respirables de alto riesgo (particulas que pueden ir mas alla de la laringe y llegar hasta el
sistema respiratorio no ciliadas).

Otra clasificacion existente es la que se basa en su composicion quimica separandola en

dos fracciones:

e Fraccion Soluble.- la fraccion soluble es llamada igualmente Fraccion Orgénica
Soluble (SOF). Involucra compuestos organicos de alto peso molecular y muy
complejos en su estructura, son derivados del combustible y lubricantes. Las
mayores agrupaciones son hidrocarburos no combustionados (alcalinos,
aromaticos), hidrocarburos oxigenados (ésteres, acidos organicos, éteres) e
hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAPs). En el PMy, se encuentran 16 HAPs
los cuales son: naftaleno, acenaftaleno, acenafticeno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benz(a)antraceno, criseno, benzo(B)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno (Suarez & Pérez, 2006).

e Fraccion Insoluble.- es una fraccion emitida por el motor, constituido por
particulas llamadas “primarias”. Se encuentra en fase soélida y compuesta
primordialmente por carbono, pero también incluye pequefios tamafios como
cenizas no combustibles. Las cenizas son derivadas principalmente de
lubricantes, aditivos de combustibles y del desgaste propio del motor (Suarez &
Pérez, 2006).

El PM afecta a mas personas que cualquier otro contaminante en vista que este es una
mezcla de distintas particulas tales como iones y algunos metales pesados los cuales

tienen el potencial toxico (OMS, 2014).

1.2.2. Ingreso del Material Particulado al Cuerpo Humano

La exposicion por periodos largos de tiempo al PM suspendido en el aire ha sido
correlacionado con un aumento en las probabilidades de padecer enfermedades

respiratorias, cardiopulmonares y cancer de pulmén (Ostro, Hurley, & Lipsett, 1999).



El ingreso del PM se da principalmente a través del sistema respiratorio como se
muestra en la figura 1, la capacidad de ingreso se da basicamente por el diametro
aerodinamico del PM. A un mayor tamafio de particula el PM se queda en las vias
aéreas superiores ya que ahi existe la primera linea de defensa del sistema respiratorio
(Li, Gilmour, Donaldson, & MacNee, 1996). El PM;, avanza hasta las vias aéreas
inferiores es en este punto donde el cuerpo activa su segunda linea de defensa que se
trata de la fagocitosis por macrofagos alveolares, neutrofilos, y ocasionalmente
eosinofilos. Ademas existe una tercera linea de defensa que esta mediada por células
de respuesta inmune y las células de respuesta humoral especifica. También existen
defensas mecanicas como el estornudo, tos y depuracién mucociliar, existe una gran
probabilidad de que el PM, s alcance los alveolos donde es mas dificil que se puedan
eliminar y donde produce mas dafio (Nemmar, Holme, Rosas, Schwarze, & Alfaro-
Moreno, 2013).

Cuando el PM haya logrado evitar los distintos mecanismos de defensa del sistema
respiratorio este se distribuye en los tejido y células del pulmén donde podrian sufrir

transformaciones metabdlicas y ser activados para producir distintos efectos biologicos.
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FIGURA 1: Tamafio del PM y su capacidad para alcanzar diferentes tejidos.

Fuente: Nemmar et al., (2013)



1.2.3. Efectos del material particulado sobre el pulmdn

El pulmon, por su gran superficie y funcion, es un érgano diana para producirse lesiones
oxidativas, por lo cual este posee un sistema de defensa extracelular para poder
protegerse contra la oxidacion excesiva de sus células epiteliales (Nemmar et al., 2013).
La inflamacion que se produce en los pulmones implica un conjunto complejo de
respuestas moleculares y celulares resultantes de la exposicion a estimulos exégenos
tales como patégenos o sustancias nocivas, entre ellas el PM; las vias asociadas con la
inflamacién aguda en respuesta a la exposicion de PM implica una secuencia
cuidadosamente orquestada de eventos, mediada en parte por moléculas quimiotacticas
(quimiocinas), una vez que las particulas se depositan dentro del pulmén las células
fagociticas son reclutadas hacia la particula extrafia por medio de las quimiocinas son
llevadas por la escalera mecanica mucociliar hasta el tracto digestivo (Ristovski et al.,
2012).

Estudios que se han realizado con lineas celulares de pulmén como la linea A-549
(adenocarcinoma de pulmén) muestran que las particulas del PMj, producen
inflamacién y produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y citotoxicidad, esta
produccion de especies reactivas de oxigeno y la inflamacion pueden también generar

dafios al DNA de las células expuestas (Mgller et al., 2014).

1.3. Estrés Oxidativo

Especies reactivas de oxigeno (ROS) se forman constantemente en el cuerpo humano y
se eliminan por las defensas antioxidantes. Las ROS son moléculas altamente reactivas
que atacan constantemente al cuerpo humano mediante reacciones biogquimicas de
REDOX, que ocurren como parte normal del metabolismo celular o por la exposicion a
factores ambientales, un aspecto particular del estrés oxidativo es la produccion de ROS,
estas se producen en niveles bajos pero cuando sus estos aumentan se produce un
dafio a nivel celular el cual conlleva a disfunciones metabdlicas y sistémicas que
preceden padecimientos a la salud (Gastell & De Alejo, 2000). Los antioxidantes pueden
actuar al eliminar biolégicamente importantes especies reactivas de oxigeno (O,, H,0»,
‘OH, HOCI, ferrilo, peroxilo y alcoxilo), mediante la prevencién de su formacién, o

mediante la reparacion del dafio que hacen (Halliwell, 1991).
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En la dltima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales
libres y el conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en
nuestro equilibrio homeostatico, que es el correcto funcionamiento de los mecanismos
de regulacion que conservan el estado normal fisiolégico de los organismos. Como se
explica en la figura 2 cuando el aumento del contenido intracelular de ROS sobrepasa
las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual
se induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El
estrés oxidativo se presenta en diversos estados patolégicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades
degenerativas como la aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y

cancer (Venereo Gutiérrez, 2002).

Estrés Oxidativo

Antioxidantes

Radicales Libres

1
/

Darfio Oxidativo
Lesion de tejidos 1 Inflamacidn

/

Lipidos Proteinas Acidos Nucleicos

FIGURA 2. Estrés oxidativo cuando hay un exceso de radicales libres en comparacion con las defensas antioxidantes.
Como consecuencia, los radicales libres atacan y oxidan otros componentes. Esto lleva a lesion tisular y producir
inflamacién a la los sitios de lesién.

Fuente: Kelly, F. (2003)

1.3.1. Radicales libres

Desde el punto de vista quimico, los radicales libres son todas aquellas especies
guimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atomica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién espacial que
genera gran inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo.
Poseen una estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por

lo que actian cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar. Desde el
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punto de vista molecular son pequefias moléculas ubiquitarias y difusibles que se
producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo)
al interactuar con las principales biomoléculas del organismo. No obstante lo expresado
anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen una funcion fisiolégica en el
organismo como la de que participan en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno
y de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis
de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y

benefician la quimiotaxis (Venereo Gutiérrez, 2002).

Los radicales libres se forman constantemente en el organismo a partir de fuentes
endogenas y exdgenas, dentro de esas tenemos subproductos de reacciones
metabdlicas, humo de cigarrillo, contaminantes ambientales como emisiones de los

automoviles e industrias, entre otras.

1.3.2. Especies reactivas de oxigeno

Las células constantemente estan generando especies reactivas de oxigeno (ROS)
durante el metabolismo aerébico. La generacion de ROS tiene un papel protector y
funcional en el sistema inmunolégico, pero también pueden participar en reacciones que
llevan a la elevacién de muchas enfermedades humanas incluyendo cancer (Mgller et
al., 2014).

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias pro-oxidantes son:

e Radical hidroxilo (HO)"

e Peroxido de hidrégeno (H,O, )
e Anién superoxido (Oy)

e Oxigeno singlete (O, )

e Oxigeno nitrico (NO)

e Peréxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

0Ozono (Os)
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Existen sistemas de modulacion redox, pero a pesar de la existencia de estos, una
proporcion de ROS escapa a la cadena respiratoria mitocondrial causando dafio celular
(Venereo Gutiérrez, 2002).

1.3.3. Biomarcadores para determinar especies reactivas de oxigeno

Existen tanto métodos directos como indirectos para poder determinar especies
reactivas de oxigeno, en los métodos indirectos se basa en la medicién de la
concentracion de agentes oxidantes pero ha resultado dificil en muchos casos, por tener
éstos un tiempo de vida media muy corto. La espectrometria de la resonancia de la
rotacion (espin) de electrones es la Unica técnica analitica que mide directamente ROS,
pero su aplicacion en el ser humano no es factible ain, ademéas de ser muy costoso.
Los métodos indirectos se basan en la determinacién de productos terminales de la
accion oxidante, se han desarrollado métodos para medir algunas ROS, pero
indirectamente, mediante los productos terminales resultantes de su accién oxidante
sobre proteinas, DNA 'y lipidos (Gastell & De Alejo, 2000).

Las ROS inducen en las proteinas la acumulacién de grupos carbonilos, que pueden ser
evaluados después de la condensacion con 2-4 dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH),
comunmente utilizado para evaluar la oxidaciéon de proteinas celulares. Este método es
muy laborioso, largo y utiliza gran cantidad de solventes, por lo que recientemente se ha
desarrollado un nuevo método de espectrofotometria para medir este compuesto (Mgller
et al., 2014).

También se puede realizar la medicion de la concentracibn de antioxidantes, los
resultados de diferentes estudios muestran que los niveles de antioxidantes pueden
disminuir o aumentar por diferentes enfermedades, por lo que al monitorearlos pueden
ser utilizados como marcadores de enfermedades y para el seguimiento terapéutico,
ademas de la medicion del estado antioxidante total este estado antioxidante refleja el
balance dinamico entre el sistema antioxidante y los pro-oxidantes y es utilizado como

instrumento para estimar el riesgo de dafio oxidativo (Gastell & De Alejo, 2000).
Son enormes los esfuerzos que se realizan a escala mundial para el desarrollo de

nuevos y mas sencillos métodos que nos llevaran a la mayor utilizacion de los datos

aportados por la medicion del dafio oxidativo. Se espera que dentro de algunos afios los
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médicos indiquen a sus pacientes, de forma rutinaria, junto al colesterol o la glucosa, la

medicion de este tipo de dafio.

1.3.4. Determinacidn de especies reactivas de oxigeno por fluorometria

Para la determinacion de ROS por este método utiliza sondas celulares permeables
fluorescentes y quimioluminicentes mediadas en un lector de placas o fluorometro, esta
técnica se basa en la mediciébn del estado REDOX de cada célula mediante la
cuantificacién de fluorescencia desprendida de las mismas, mediante la adicion de
Diacetato de 27,7 -diclorofluoresceina (DCFDA), esta es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas para medir el estado redox de una célula, la cual posee varias
ventajas sobre otros métodos desarrollados, ademas de ser muy facil de realizar, tiene
una alta sensibilidad a los cambios en el estado redox de una célula y se puede utilizar

para poder seguir los cambios en ROS en el tiempo (Eruslanov & Kusmartsev, 2010).

1.4. Genotoxicidad del material particulado

La industrializaciéon y el aumento del tréfico vehicular han incrementado la exposicion de
la poblacion humana a agentes potencialmente genotoxicos, que agreden mediante
multiples mecanismos el patrimonio genético (Tancell, Rhead, Pemberton, & Braven,
1996).

La inestabilidad de los compuestos quimicos que conforma el DNA y los nucleétidos en
condiciones de temperatura y pH determinados producen reacciones de hidrolisis
espontaneas que generan sitios abasicos (Nemmar et al., 2013). Las especies reactivas
de oxigeno conjuntamente con las especies reactivas de nitrdgeno provocan diversas
mutaciones, entre las mas importantes estan las roturas de cadena del DNA, tanto de
simple cadena (SSB) como de doble cadena (DSB), si estas roturas de cadena no se
reparan apropiadamente representan una seria amenaza para la estabilidad genética y

supervivencia celular (Caldecott, 2008).

Debido a la gran cantidad de compuestos presentes en la atmosfera como
contaminantes que pueden interactuar con el DNA y producir dafio al mismo, se
encuentra el PM, una gran cantidad de estudios ya realizados han demostrado que este

posee una actividad genotdxica y mutagénica (Gutierrez-Castillo et al., 2006).
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1.4.1. Mecanismos por los que el material particulado podria causar
dafios al DNA

Los mecanismos aldn no se encuentran totalmente esclarecidos pero se ha mencionado
gue el estrés oxidativo podria ser uno de los principales mecanismos implicados, las
ROS producen roturas de cadena en el DNA mediante la adicion de OH en las uniones
C=C y modificaciones quimicas de la azlcar o de las bases nitrogenadas (Li et al.,
1996).

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre las velocidades de
produccién y destruccién de las moléculas de las ROS, entre ellas nos encontramos
iones de oxigeno, radicales libres, peréxidos tanto organicos como inorganicos y
metales de transicion tales como cobalto (Co), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn),
niquel (Ni), vanadio (Va) y titanio (Ti), los hidrocarburos poli aromaticos (HPA) y los
aniones presentes en el PM contribuyen a la capacidad de inducir dafio en el DNA de
las células de pulmon (de Kok, Driece, Hogervorst, & Briedé, 2006). Un ejemplo claro es
el hierro que cataliza la formacién de ROS a partir del superoxido y del hidrogeno

(Reaccion de Fenton-Haber Weiss).

La reaccién neta es:
*0O, + H,0, > *OH + OH + O,

(Esquema de la reaccion Fenton- Haber Weiss. Catalisis de ROS, Koppenol, 2001)

Los dafios en el DNA de la induccién por PM ha sido evaluado por diferentes métodos,
lo que indica que componentes del PM, tales como hidrocarburos y metales son
responsables de los cambios conformacionales de DNA, mutaciones puntuales, la
formacion de aductos y la oxidacion del DNA (Villalobos-Pietrini, Blanco, & Gomez-
Arroyo, 1995).

Los mecanismos mencionados estan relacionados con la mala reparacion de las roturas

de cadena del DNA, por lo tanto implica una variedad de patologias humanas (Garcia F
& Carreras A, 2008).

15



1.4.2. DNA y Genotoxicidad

El DNA es una macromolécula biol6gica muy estable, debido a su gran mecanismo de
reparacion, sin embargo, existe la posibilidad de que se produzcan cambios o
alteraciones en la secuencia de nucledtidos, estas modificaciones se producen en la

replicacion, recombinacion e incluso en la misma reparacion.

Los productos quimicos pueden aumentar el riesgo dafiar directamente el DNA
(reactividad DNA) o mediante el aumento de la proliferacion celular (repeticiones de
DNA), aumentando el numero de oportunidades para que el dafo del DNA sea
espontaneo. Genotoxicidad es un término mas amplio muchos de estos mecanismos,
tales como clastogenicidad, la inhibicibn de la reparacion del DNA, o dafios en el
aparato mitético, producen dafio en el DNA indirectamente. Estos mecanismos no
reactivos con el DNA implican interaccion con las proteinas y son mecanicamente
fendmenos de umbral, 2-acetilaminofluoreno (AAF) es reactivo con el DNA. Su
respuesta a la dosis para la formacién de aducto de DNA es lineal, mientras que la
respuesta a hacia un tumor no es lineal. La no linealidad esta en la dosis a la que se
produce aumento de la proliferacion celular, relacionados con el fenémeno de umbral de
citotoxicidad. No linealidad para los carcind6genos reactivos de DNA también se puede
producir por cambios en los procesos metabdlicos de la activacién y/o desactivacion
debido a la cinética saturable. Numerosos agentes no genotoxicos han sido
identificados como carcinégenos en modelos de roedores, la mayoria de actdan
mediante la induccion de la citotoxicidad con la proliferacion regenerativa. La
citotoxicidad se puede producir por formacién de productos quimicos reactivos. Del
mismo modo, la induccion quimica de la citotoxicidad es un fendbmeno umbral conocida.
Productos quimicos no genotéxicos tienen una respuesta a la dosis umbral con respecto
a la carcinogénesis, al igual que agentes mas genotéxicos. Productos quimicos

reactivos de DNA tienen una respuesta a la dosis no lineal (Cohen, 2008).
Los mecanismos mencionados estan relacionados con la mala reparacion de las roturas

de cadena del DNA, por lo tanto implica una variedad de patologias humanas (Garcia F
& Carreras A, 2008).
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1.4.3. Ensayo cometa

El ensayo cometa (electroforesis en gel de una sola célula) es un método simple para
medir acido desoxirribonucleico (DNA), que presenta roturas de cadena en células
eucariotas. Las células embebidas en agarosa sobre un portaobjetos de microscopio se
lisan para formar estructuras que contienen bucles superenrollado de DNA ligada a la
matriz nuclear. La electroforesis es realizada a pH elevados y arroja resultados de
estructuras similares a cometas, observadas por microscopia de fluorescencia; la
intensidad de la cola del cometa respecto a la cabeza refleja el nimero de roturas en el
DNA. La base probable para esto es que los bucles que contienen una rotura de DNA
pierden su superenrollamiento y quedan libres para extenderse hacia el a&nodo (Collins,
2004).

El ensayo del cometa se basa en que el DNA no daflado mantiene una asociacion

altamente organizada con una matriz de proteinas en el nicleo.

El ensayo tiene aplicaciones para pruebas de nuevos productos quimicos que causen
genotoxicidad, vigilancia de la contaminacién del medio ambiente con genotoxinas,
control biolégico humano y la epidemiologia molecular y la investigacién fundamental en
el dafio del DNA y la reparacion (Olive & Banath, 2006).

Desde el desarrollo inicial de la prueba del ensayo cometa se han hecho esfuerzos para
mejorar la sensibilidad y fiabilidad del ensayo, extender las aplicaciones para el analisis
de los diferentes tipos de dafio en el DNA en diferentes lineas celulares, aumentar la
capacidad de manejo de muestras y estandarizar los protocolos y los esfuerzos de
analisis para optimizar la traccion de la agarosa, tampones de lisis y las manchas de
DNA. Una versiéon del método realizado en condiciones neutras permitié la deteccion de
DNA de doble cadena, el dafio base se pudo identificar mediante la incubacién de las
células lisadas con endonucleasas de dafo especifico antes de la electroforesis. La
amplia fragmentacion del DNA que ocurre en las células apoptéticas hizo estas células
simples de detectar. La capacidad de medir la heterogeneidad en respuesta a agentes
gue dafian el DNA fue probado primero en las células expuestas a quimioterapia del
cancer. Una amplia gama de apariciones de los cometas indic6 que algunos nucleos
contenian un gran numero de roturas de cadena, mientras que otros estaban en buen

estado. La importancia de la heterogeneidad en el dafio del DNA en la explicacion de la
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resistencia al tratamiento del cancer se demostr6 posteriormente en las células

tumorales de los modelos animales y biopsias clinicas (Olive & Banéth, 2006).

FIGURA 3: Visualizacion de los cometas en Microscopio de Fluorescencia, (400X)
Fuente: Sanchez, W. (2015)
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2. FINDEL PROYECTO
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2.1. Objetivo general del proyecto

Determinar la actividad citotoxica y efectos genotédxicos e induccion de ROS del
material particulado soluble en solventes organicos del PMy, de la zona urbana del
cantén Cuenca en la linea celular humana de plumén A-549, para poder emitir

criterios correspondientes a la calidad del aire presente en la ciudad.

2.2. Objetivos especificos del proyecto

Establecer la actividad citotdxica (especies reactivas de oxigeno) como producto de

las particulas (PMyo) en lineas celulares humanas A-549.

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
(PMyo).

Determinar la cantidad de especies reactivas de oxigeno producidas al exponer a las
células de pulmén A-549 al PMy, de la zona urbana de la ciudad de Cuenca

mediante fluorometria.

Determinar la genotoxicidad que producen las distintas concentraciones del material

particulado (PM,,) sobre la linea celular A-549 mediante el Ensayo Cometa.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Material de estudio

3.1.1. Material particulado PMy,

Para el estudio se utilizo la parte del PM;o que se logré disolver en etanol (solvente
organico), del monitoreo de tres zonas urbanas distintas de la ciudad de Cuenca y en dos
fases diferentes (épocas), el PM;o fue recolectado en filtros de éster celulosa de 0.8um
(poro) y 47mm de didmetro por el personal del Centro de Estudios Ambientales de la
Universidad de Cuenca, las muestras fueron llevadas al equipo de rotavapor para poder
eliminar toda el agua contenida y luego poder ser resuspendidas en etanol, luego fueron
llevadas a ultrasonificacion, esta concentracion madre se almaceno a 4°C en condiciones
de oscuridad.

TABLA 1. Localizacion y periodo de monitoreo del Material Particulado (PMy,) de la ciudad de

Cuenca. Afo 2013
Periodo de monitoreo
Puntos Ubicacion
Fase 1 Fase 2
Calle Vega Muiioz y
P1 ) 11/01/2013 — 21/02/2013 22/02/2013 — 04/04/2013
Hermano Miguel
Av. Lojay Remigio
P2 ) 05/04/2013 — 24/05/2013 27/05/2013 — 05/07/2013
Tamariz
Av. Ricardo Duran
P3 i . 19/08/2013 — 27/09/2013 30/09/2013 — 06/11/2013
(Via a Bafios)

Fuente: Astudillo, A.(2014)

3.2. Modelo biolégico

Para el estudio se utilizé la linea celular humana de cancer de pulmén A-549 (figura 4) la
misma que se procedi6 a criopreservar con el fin de tener un banco de células para poder

realizar los ensayos correspondientes.
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FIGURA 4: A-549 (Céancer de pulmon) microscopio invertido ZEISS (40X).
Fuente: Sanchez, W. (2015).

3.2.1. Condiciones de cultivo

La linea celular A-549 fue cultivada con medio RPMI-1640 (GIBCO) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO), 1% de L-glutamina (2mM) (GIBCO), y 1% de
Antibiético-Antimicético (100 Unidades/mL de Penicilina G, 100ug/mL de Estreptomicina y
25ug/mL de Anfotericina B) (GIBCO). El cultivo se mantuvo en incubacion de 37°C y en
una atmosfera himeda con 5% de CO,, el tiempo de duplicacién de las células fue de 24

horas.

3.3. Ensayo de Viabilidad (MTS)

Para poder determinar el porcentaje de células viables para los ensayos se procedio a
realizar el ensayo colorimétrico MTS.

Para la realizacién del ensayo se sembré 10.000 células/pocillo en un multiplato de 96
pocillos, la siembra se partié de cultivos en un 80-90% de confluencia, luego se procedio
a incubar por 24 horas, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se aplico tratamiento
a las células con material particulado (PMy,) a las concentraciones de 0,82; 1,25;
1,63m%mL. Se dejé incubar por dos horas, pasado este tiempo se aplicé 20uL de reactivo
MTS en cada uno de los pocillos por 2 horas a 37°C.

Se leyd la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 490nm en un
espectrofotometro TECAN SUNRISE. La cantidad de producto formado (formasan)
medido por la absorbancia, es directamente proporcional al numero de células viables en

el cultivo.
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3.4. Determinacion de especies reactivas de oxigeno por fluorometria
3.4.1. Controles
3.4.1.1. Control positivo

Como control positivo se utilizé perdxido de hidrogeno H,O, a una concentracién de 1uM,
ya que este es uno de los principales inductores de especies reactivas de oxigeno
generado enddégenamente por varios procesos fisiolégicos como respuesta respiratoria,
inflamatoria y durante la fosforilacion. Ademas es una fuente natural de dafio oxidativo en
las células, ocasionando una serie de lesiones en el DNA, incluyendo rupturas de

cadena.

3.4.1.2. Control negativo

Las muestras de PM fueron diluidas en etanol al 1%, por lo cual se lo utilizo como control

negativo.

3.4.2. Técnica

Para la evaluaciéon de la produccion de estrés oxidativo se utiliz6 Diacetato de 2’-7'-

diclorofluoresceina (DCFDA) como indicador de especies reactivas de oxigeno.

Para la realizacion del ensayo se sembr6 10.000 células/pocillo en un multiplato de 96
pocillos, luego de 24 horas de incubacién las células fueron inoculadas con 200uL de la
solucion de trabajo DCFDA 40uM en solucién Salina de Hank’s (HBSS) y se mantuvo
durante 30min a 37°C. Pasado este tiempo se desechd el medio y se lavé con PBS para
eliminar el exceso de colorante. Posteriormente se reemplazd el medio previamente
utilizado con medio HBSS y se expuso las células a las concentraciones de material
particulado (PMy,) las mismas que fueron 0,82; 1,25; 1,63m*mL. Se incubo las células
por 2 horas a 37°C. La fluorescencia del DCFDA se midi6 una vez trascurrido el periodo
de exposicion en un fluorometro Fluoroskan Ascent (Thermo Electron Corporation) a una
Aex: 485Nnnm y Aer: 528nm.

El estrés oxidativo se cuantifico en funcion a la intensidad de fluorescencia relativa

proporcional a la cantidad de especies reactivas de oxigeno.
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3.4.3. Analisis estadistico

Para cada prueba se realizaron tres ensayos por triplicado y a las mismas condiciones,
los resultados que se obtuvieron fueron analizados estadisticamente mediante la prueba
de comparacién multiple ANOVA y post test de Dunnett con el programa GraphPad Prism
5. Los niveles de p<0.05 fueron considerados como significativos.

3.5. Viabilidad celular mediante ensayo de doble tincion de FDA-EtBr

Para poder determinar nuevamente el porcentaje de viabilidad en el ensayo cometa se
tomd 20uL de la resuspencion que se obtiene en la cosecha del ensayo cometa y se
mezcl6é con 20uL de solucién Diacetato de fluoresceina-Bromuro de Etidio (FDA 5mg/mL;
EtBr 1mg/5mL). Colocamos la suspension obtenida en placas portaobjetos (por
duplicado). Se procedi6 a observar en un microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop
2 plus) y se contabilizé un total de 200 células por placa (400 células por punto de
muestreo) y se realiz6 el ensayo por triplicado. La tincion otorga una coloracion rojo
(Bromuro de Etidio) nos indica que la célula ha sufrido una perdida irreversible en la
integridad de la membrana y se asume que estdn muertas, las células tefiidas de color
verde (FDA) son tomadas como vivas, a partir del nimero de células vivas y muertas se

saca el porcentaje de viabilidad.

3.6. Ensayo cometa
3.6.1. Controles
3.6.1.1. Control positivo

Como control positivo se utilizé etilmetanosulfonato (EMS) a una concentracion de 2uM.
Se sabe que este compuesto reacciona con los grupos nucleofilicos del DNA donando un
grupo etilo estas alteraciones se transforman en roturas de cadena al exponerlos a un

tratamiento con hidréxido de sodio.

3.6.1.2. Control negativo

Se uso para el control negativo etanol al 1%, ya que se lo uso para disolver el PM.

3.6.2. Siembray cosecha de la linea celular

Para dar inicio al ensayo se sembré 150.000 células/pocillo en cajas multiplato de 6

pocillos y en condiciones Optimas para realizar el ensayo, las células fueron incubadas
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por 24 horas, luego retiramos el medio y lavamos con PBS, se expuso las células al
material particulado (PMyo) a tres distintas concentraciones 0,82; 1,25; 1,63m*mL, las
células fueron incubadas por 24 horas mas.

Para la cosecha se realiz6 un lavado con PBS y se procedio a disgregarlas del multiplato
con 1mL de tripsina, esta suspension se transfirié a tubos conicos de 15mL, se centrifugo
por 5min a 5000rpm, se desechd el medio y se resuspendio el pellet obtenido con 1mL de
medio de cultivo, pasamos la nueva resuspencién a tubos cénicos de 1.5mL vy
centrifugamos por 2min a 1000rpm, eliminamos el sobrenadante y resuspendimos el

pellet con 40uL de medio.

3.6.3. Técnica

Antes de realizar el ensayo se preparo las placas portaobjetos con 150uL de agarosa de

normal punto de fusion (Invitrogen) al 1%.

A partir de la suspension obtenida de la cosecha tomamos 20uL y mezclamos con 150uL
de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma) al 1%, la nueva suspension fue vertida en
dos diferentes placas portaobjetos 75L en cada una y las cubrimos inmediatamente con
un cubreobjetos, las placas fueron llevadas a refrigeraciébn por 5min, transcurrido el
tiempo se retira el cubreobjetos y colocamos 130uL de agarosa de bajo punto de fusién y
volvemos a colocar un cubreobjetos, nuevamente las llevamos a refrigeracién por 5min
adicionales, al pasar este tiempo retiramos los cubreobjetos y dejamos las laminillas en la
solucion de lisis (10% de DMSO, 1% de tritébn X-100, 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM
Tris y pH 10) por un tiempo entre 1 hora y 15 dias.

Antes de proceder con la electroforesis se dejo reposar los portaobjetos con las muestras
por 20min en el buffer de electroforesis, el mismo que contiene 300mM NaOH y 1mM
EDTA, ajustado a pH 13, transcurrido el tiempo se procedi6 a la electroforesis
concordando las condiciones de 25V, 300mA por 20min. Posteriormente los portaobjetos
fueron sometidos a buffer de neutralizacién ajustado a pH 7.5, finalmente las

deshidratamos con metanol para su analisis.
Para realizar el analisis de las placas estas fueron hidratadas con agua desionizada fria y

se tifieron con 60uL de bromuro de Etidio (30ug/mL). Para evaluar el dafio medimos la

longitud de la cola en pm usando un micrometro ocular, en un microscopio de
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fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2 plus) con un aumento de 400x, se contabilizo 50
cometas por cada placa.

3.6.4. Analisis estadistico

Para el andlisis se realiz6 tres réplicas del ensayo cometa por duplicado, se examiné la
normalidad de los datos con el test de normalidad Shapiro-wilk y el test no paramétrico de
Kruscal-Wallis para compararlo con el control negativo, comparar las dos fases y
comparar entre todos los puntos, todo esto usando el software estadistico GraphPad
Prism 5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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4.1. Evaluacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno por

fluorometria a distintas dosis de PMy,

La determinaciéon de citotoxicidad se la realizo mediante dos técnicas, el ensayo
colorimétrico MTS (Tabla 2) y el ensayo de doble tincion FDA-BrEt (Tabla 3), los
cuales fueron utilizados con el fin de obtener el porcentaje de viabilidad, se expuso la
linea celular A-549 a tres concentraciones diferentes de PMy, correspondientes a las
zonas de muestreo establecidas: Vega Mufioz y Hermano Miguel (Punto 1); Av. Loja
y Remigio Tamariz (Punto 2); Av. Ricardo Duran (Punto 3), tanto para primera y

segunda fase.

En la tabla 2 se detalla el porcentaje de viabilidad de las células A-549 expuestas a

distintas dosis de PM,,, obtenido mediante el ensayo MTS.

TABLA 2. Porcentaje de viabilidad de células A-549 mediante ensayo MTS

% de Viabilidad

m®mL Primera Fase Segunda Fase
P1 P2 P3 P1 P2 P3

100 £ 2,41 100 £ 2,41 100 £ 2,41 100 = 2,41 100 = 2,41 100 £ 2,41
(OfYAN 87,62+1,84 89,11+1,26 89,11+051 86,20+2,07 9693+1,07 91,32+0,15
WAl 8540+246 8181+039 8352+0,31 84,47+3,12 91,45+1,98 89,44+0,28
BGEIN 77,71 +3,88 64,20+3,26 81,72+0,41 75,31+4,03 87,10+2,22 69,02 = 3,02

71.69+046 71.69+046 71.69+046 71.69+0.46 71.69+0.46 71.69+0.46

Cada valor representa la media + EE de tres ensayos independientes, cada uno
realizado por triplicado con respecto al control negativo.
Elaboracidn. Sanchez, W. (2015)

En la tabla 3 se muestra el porcentaje de viabilidad de las células A-549 expuestas a
distintas dosis de PMy,, obtenido mediante ensayo de doble tincion FDA-BrEt.

TABLA 3. Porcentaje de viabilidad de células A-549 mediante ensayo de doble tincion FDA-
BrEt.

% de Viabilidad

Primera Fase Segunda Fase
P1 P2 P3 P1 P2 P3

97,95+0,21 9795+0,21 97,95+0,21 97,95+0,21 97,95+0,21 97,95+0,21
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0,82 92,97 +£0,77 92,89+0,89 93,06+0,93 91,67+0,38 91,68+0,81 91,41+0,21
1,25 89,45+0,19 8787+1,02 86,29+0,91 89,27+053 87,42+0,36 87,35+0,83

1,63 78,79+0,38 75,70+096 78,39+1,13 7834+127 77,95+0,65 78,01+0,43

Cada valor representa la media + EE de tres ensayos independientes, cada uno
realizado por triplicado con respecto al control negativo.
Elaboracion. Sanchez, W. (2015)

Los resultados obtenidos mediante ensayo MTS y Ensayo de doble tincibn FDA-EtBr
muestran que no existen diferencias significativas entre los PM;, de las tres zonas de
cada una de las fases de muestreo. Y nos permitid concluir que el material
particulado PMy, no altero la viabilidad de las células A-549 por debajo del 70%, asi
que podemos estar seguros que el dafio causado se da por un efecto inducido por
las soluciones de PM;, mas no por muerte celular. El efecto que demostré el PMy,
fue dosis dependiente de la concentracion, es decir que a medida que aumentaba la
concentracion, la viabilidad disminuye paulatinamente, el resultado fue similar para

todos los puntos de muestreo.

4.2. Evaluacion de la actividad citotoxica a distintas dosis de PMyg

La produccion de ROS liberadas por el PM;g no pueden ser detectadas directamente
por sus breves tiempos de vida media, por lo que se han desarrollado algunos
métodos alternativos. En el método, una muestra molecular reacciona con las
especies reactivas y forma un producto estable que puede ser analizado con
variedad de técnicas (Ricardo Belefio, Alfonso Quijano, & lvan Meléndez, 2013),
como el analisis mediante fluorometria que es el ensayo aplicado en la presente
investigacion. Nuestro estudio se enfocO en cuantificar la cantidad de especies
reactivas de oxigeno liberadas por la parte del PMy, que es soluble en solventes
organicos, recolectado en tres zonas de la ciudad de Cuenca, mediante el ensayo de

Diacetato de 2’-7’ diclorofluoresceina como indicador de ROS.

En la grafica 1 se muestran los resultados obtenidos después de 2 horas de la
exposicion con la parte soluble en un solvente organico del PM, correspondiente a la
fase |1 y Il del punto de muestreo niumero | (Vega Mufioz y Hermano Miguel) sobre la
linea celular A-549, se puede observar que la cantidad de especies reactivas de

oxigeno se incrementan significativamente conforme aumenta la concentracién del
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material particulado, en comparacion con el control negativo, sin embargo, al haber
realizado el comparando la respuesta entre las dos fases de monitoreo de la misma
zona se puede evidenciar que existe mayor induccion de ROS en la fase | a la dosis
de 1,63m%mL y existe una diferencia significativa la cual indica que existe una mayor

produccion de ROS
Vega Mufioz y Hermano Miguel

X
*% *%

44 Hokk

GRAFICA 1. Especies reactivas de oxigeno en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de PM,, Cada
barra representa la media +EE de tres experimentos independientes cada uno por triplicado. UFA (Unidades de
fluorescencia arbitrarias). Prueba de Anova y post test de Dunnett (*p<0.05; ***p<0.0001) Prueba de Anova y test
Bonferroni (* p<0.05).

En la gréfica 2 se puede observar que la cantidad de ROS producidas por la parte
del PMy, soluble en un solvente orgéanico, correspondientes al segundo punto de
muestreo (Av. Loja y Remigio Tamariz) tanto de la fase | y Il, sobre la linea celular A-
549, los mismos que fueron dependientes de la concentraciones y significativamente
diferentes al grupo de control, mostrando diferencias significativas en las dosis de
0,82y 1,63m*/mL, en la fase | la dosis de 0,82m*/mL muestra una mayor produccion
de ROS, mientras que en la dosis de 1,63m*mL es la fase Il la que muestra una

mayor produccion.
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Av. Lojay Remigio Tamariz

GRAFICA 2. Especies reactivas de oxigeno en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de PMy, Cada
barra representa la media +tEE de tres experimentos independientes cada uno por triplicado. UFA (Unidades de
fluorescencia arbitrarias) Prueba de Anova y post test de Dunnett (*p<0.05; ***p<0.0001) Prueba de Anova vy test
Bonferroni (** p<0.0001).

En la gréfica 3 se puede observar que la cantidad de ROS para cada etapa aumenta
segun las concentraciones del PM,;,, de manera dosis respuesta, es decir que a
medida que aumenta la concentracién de PMj, aumenta la cantidad de especies
reactivas de oxigeno liberadas por las células tratadas. De acuerdo a los resultados
obtenidos se puede observar que el PMy, de la fase Il del tercer punto de muestreo
(Av. Ricardo Duran) tiende a producir mayor cantidad de ROS en comparacion a la
fase | de la misma zona, esto se comprobé mediante la obtencion de datos
significativos con relacion la dosis de 0.82m*mL, asi mismo la tendencia de la fase Il

indica la mayor produccién de ROS.

Av. Ricardo Duran
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GRAFICA 3. Especies reactivas de oxigeno en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de PMj, Cada
barra representa la media +EE de tres experimentos independientes cada uno por triplicado. UFA (Unidades de
fluorescencia arbitrarias) Prueba de Anova y post test de Dunnett (*p<0.05; ***p<0.0001) Prueba de Anova y test
Bonferroni (* p<0.001).

El PMy, es capaz de inducir la produccién de ROS después de 1 hora de exposicion
sostenida, aun cuando la generacion de ROS tiende a disminuir conforme aumenta
las horas el dafio celular se mantiene evidente mediante la observacion de muerte
celular segun afirma Chirino et al., (2010). Nuestros resultados son similares a los
gue fueron obtenidos por Eruslanov & Kusmartsev, (2010), de los cuales se tomo la
referencia de 2 horas de exposicion de las células frente al PMj,dentro de este
tiempo es donde la intensidad de fluorescencia alcanzan valores pico y empiezan a
caer después de las 12 horas, es decir, que a las 2 horas de exposicién frente al
PMy,, las intensidades de las fluorescencias son las 6ptimas para realizar la medicién

de fluorescencia frente a las células de control no expuestas.

El PMo puede depositarse muy facilmente en el sistema respiratorio se ha descrito
que los efectos inflamatorios son inmediatos y graves por la fraccién gruesa del PM,
ya que esta contiene una gran cantidad compuestos organicos principalmente HAPs
gue inducen hacia una respuesta pro-inflamatoria (Montiel Davalos, Ibarra Sanchez,

Ventura Gallegos, Alfaro Moreno, & Lopez Marure, 2010).

Los resultados de esta investigacion demuestran que la produccion de ROS fue
mayor en una poblacién expuesta al PMo, con respecto a la que se observo en el
control negativo de manera que la produccién de ROS fue incrementandose en todos
los casos al incubar las células con concentraciones mas crecientes de PMy,. Jung
(2012) en Corea mostro resultados similares en las células A-549 frente al PM,
generando ROS de una manera dosis dependiente. Dentro de los resultados se
muestra que la fase Il tanto del punto de muestreo 2 y 3 presentan las
concentraciones de ROS mas alta con respecto al PM de la mismas zonas de la fase
I, esta aseveracién se sostiene en el hecho de que en un estudio similar que
corresponde a la composicion quimica del PM muestra la presencia elevada de
HAPs en el estudio realizado por Gualtieri et al., (2012) y por ende una mayor
concentracion de de estos HAPs son los que llevarian a que el PMy, recolectado en
la fase Il a ser un mayor productor de ROS, las etapas que se mencionaron
anteriormente se podria deber a un aumento del parque automotor y por ende las

emisiones de los mismos, influenciado por las temporadas.
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Una vez analizados todos los resultados de la produccion de ROS en células A-549,
se puede observar que cada PM;, recolectado tiene respuesta diferente dentro del
mismo ensayo, esto puede estar atribuido a que el PM,, tiene un potencial diferente
gue es influenciado por caracteristicas fisicoquimicas y las influencias combinadas
de las mismas como lo sostiene Querol (2008). También hay que tener en cuenta
gue los HAPs y otros productos quimicos asociados al PM;, pueden ejercer efecto
tanto inflamatorio como pro-inflamatorio en el sistema respiratorio e inducir a la
produccién de ROS, aunque hasta la presente fecha no existe un estudio el cual
identifigue y asocie a componentes responsables de la toxicidad del PMy los que

pueden ser mediadores importantes en el dafio celular.

Cabe destacar que el punto que se encuentra presentando una mayor produccion de
ROS es el que se encuentra en la Av. Loja y Remigio Tamariz, esto se atribuye a
que este lugar es el principal ingreso al Centro Histérico, el mismo que es
considerado una zona de alto flujo vehicular y por ende existe una mayor
concentracion de HAPs dentro del PMy, que son derivados de lubricantes, aditivos de

combustibles y del desgaste propio del motor como lo afirma Suérez & Pérez (2006).

Al comparar nuestros resultados con el estudio de la fraccién acuosa de Gonzélez
(2014), los que fueron obtenidos bajo las mismas condiciones y al ser realizados con
las mismas muestras podemos asegurar que tanto la parte acuosa como la parte
soluble en un solvente organico se encuentran generando ROS de una manera dosis
dependiente, sin embargo la parte organica indica que esta se encuentra provocando
una mayor produccion de ROS que la parte acuosa, ya que practicamente los
resultados de la parte organica se encuentran duplicando la produccién de ROS en
todas sus dosis y fases. Todo esto afirma que dentro de la parte organica existen
compuestos diferentes a los existentes dentro de la parte acuosa principalmente los
HAPs los cuales son los responsables de la produccién elevada de ROS. Los HAPs
poseen efectos carcinogénicos, genotdxicos o mutagénico estos efectos se atribuyen
a la presencia conjunta de mas de un compuesto la familia y sus derivados siendo
los principales los nitroderivados, todos los efectos mencionados solo se pueden
lograr mediante una exposicion prolongada y pasando por un mecanismo de
activacion metabdlica y la consecuente formacién de aductos entre los HAPs y el
DNA, todo este proceso es influenciado por la susceptibilidad individual y otros
factores como la edad, sexo, etnia, estado de salud y nutricibn (Mastandrea et al.,
2005).
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Si extrapolamos nuestros resultados podemos suponer que la exposicion al PM y a
una contaminacion atmosférica es un riesgo ya que causarian efectos sobre la salud,
conjuntamente con una dosis elevada una inadecuada remocién de ROS y los
componentes reactivos que se generan en la respuesta hacia el estrés oxidativo,
pueden terminar en graves efectos como disfunciones metabdlicas, dafio biolégico y
al final en inflamacion pulmonar que en ultima instancia terminaria en cancer de

pulmon.

4.3. Comparacion de la actividad citotoxica entre todos los puntos y fases.

Se realizdé un andlisis entre todas las fases y puntos para determinar cudl es el que
estaria provocando mas actividad citotoxica en la grafica 4 se muestra el analisis
realizado mediante el cual se observa que existe una diferencia significativa que
hace que destaque el punto Ricardo Duran Fase | en todas sus dosis frente a Av.
Loja en sus dos fases y Vega Mufioz también en sus dos fases, también a la Av. Loja
en tanto en la Fase | y Il las dosis de 1,25 y 1,63m®mL frente a Vega Mufioz, por
ultimo también el punto Vega Mufioz Fase | mostro diferencia significativa contra

Vega Mufioz Fase Il en la dosis de 1,63m*/mL.

Produccion de ROS

@ RICARDO DURAN FASE |
@ RICARDO DURAN FASE I
B AV. LOJA FASE |

Bl AV.LOJA FASE I

@l VEGA MUNOZ FASE |

@B VEGA MUNOZ FASE Il

% %)
& 3 $
m3/mL

GRAFICA 4. Comparacioén de produccion de Especies reactivas de oxigeno en células A-549 tratadas con diferentes
concentraciones de PM;o entre todos los puntos y fases. Cada barra representa la media +EE de tres experimentos
independientes cada uno por triplicado. UFA (Unidades de fluorescencia arbitrarias). Ricardo Duran Fase |
0.82m%mL vs. Av. Loja Fase | 0.82m*mL, Vega Mufioz Fase | 0.82m*mL (**p<0.001), Ricardo Duran Fase |
1.63m*mL vs. Av. Loja Fase Il 1.63m%mL (xp >0.05), Ricardo Duran Fase | 1.25m*mL vs. Vega Mufioz Fase Il
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1.25m%mL (+p >0.05), Ricardo Duran Fase | 1.63m%mL vs. Vega Mufioz Fase Il 1.63m%mL (#p >0.001), Ricardo
Duran Fase Il 1.25m*mL vs Vega Mufioz Fase Il 1.25m*mL (*p >0.01), Ricardo Duran Fase Il 1.63m*mL vs Vega
Mufioz Fase Il 1.63m*mL (+p >0.001), Av. Loja Fase | 0.82m*mL,1.25m%*mL vs. Vega Mufioz Fase Il 0.82m%mL,
1.25m*mL (&p >0.05), Av. Loja Fase | 1.63m*mL vs. Vega Mufioz Fase Il 1.63m*mL (&&p >0.001), Av. Loja Fase II
1.25m%¥mL vs. Vega Mufioz Fase Il 1.25m%mL (mp >0.01), Av. Loja Fase Il 1.63m*mL vs. Vega Mufioz Fase |l
1.63m*/mL (mmp >0.001), Vega Mufioz Fase | 1.63m%mL vs. Vega Mufioz Fase Il 1.63m¥mL (e p >0.001). Diferencia

estadisticamente significativa con respecto al grupo de control (Anova y post test de Dunnett t).

Podemos concluir que el punto Ricardo Duran Fase | es que se encuentra causando
mayor produccion de ROS dentro de estudios in vitro realizado en la linea celular A-
549 este punto tiene una mayor capacidad para inducir a la produccién de ROS, el
mecanismo mediante el cual se encuentra produciendo ROS aln no se puede
esclarecer dentro de este estudio porque no conocemos la composicion del fraccion
organica la cual se esta probando, pero segun estudios similares la mayor
produccién de ROS se atribuye a la gran reactividad de hierro (Fe) y a la reaccion de
Fenton que involucra al mismo, pero como se menciona que no hay un estudio de
caracterizacion de la composicién no se puede esclarecer la causa de la produccion
de ROS.

4.4, Evaluacion de la genotoxicidad a distintas dosis de PMyq

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar si la parte organica del
PMy, ocasiona lesiones en el DNA de las células epiteliales alveolares (A-549), es
decir determinar si la fraccion organica soluble del PM;, causa genotoxicidad en un

estudio in vitro, este dafio causado se valoré utilizando el ensayo cometa alcalino.

Analizamos el dafio ocasionado por el PMj, en el DNA observado en cultivos
celulares sobre la linea celular A-549 y comparandolo con el control negativo, la
comparacion se lo realizo mediante el test de Kruskal-Wallis, este test nos indic6 que
el PMy, recolectado en los distintos puntos y fases esta causando un efecto
genotdxico sobre la linea celular A-549, existiendo una relacién dosis respuesta en

todos los puntos de muestreo.
El PMy, esta causando dafio genotoxico a la linea celular A-549 y realizamos un

andlisis para determinar cual de las dos fases es la que causa un dafio mayor con

respecto a la misma fase de los tres puntos de muestreo.
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4.4.1. Comparacion del efecto genotdxico de las dos fases.

4.4.1.1. Vega Mufioz y Hermano Miguel (Punto 1)

Una vez realizado el andlisis se puede observar en la gréfica 5 que al comparar la
dosis correspondiente se muestra que existe una diferencia significativa en la
primera dosis, los valores de las siguientes dosis no son significativos por lo que la
dosis de 0,82m%*mL de la fase | est4 causando mayor dafio genotdxico con respecto

al punto de muestreo numero 1.
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GRAFICA 5. Comparacion del dafio genotoxico en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de el PM;o
de las dos fases del punto 1(Vega Mufioz y Hermano Miguel). Cada barra representa la media + EE de tres

experimentos independientes cada uno por triplicado. Prueba de Kruskal-Wallis (***p<0.0001).

4.4.1.2. Av. Lojay Remigio Tamariz (Punto 2)

En la grafica 6 podemos observar que al haber realizado la comparacion del punto 2
de muestreo, existe una diferencia significativa en la dosis de 1,25m®mL donde se
puede apreciar que es la fase | la que esta causando un dafio genotéxico mayor en
comparacion con las otras fases y dosis del mismo punto de muestreo, ya que en las

otras dos dosis no existe una diferencia significativa entre ellas.
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GRAFICA 6. Comparacion del dafio genotoxico en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de el PM;o

de las dos fases del punto 2 (Av. Loja y Remigio Tamariz). Cada barra representa la media + EE de tres

experimentos independientes cada uno por triplicado. Prueba de Kruskal-Wallis (***p<0.0001).

4.4.1.3. Av. Ricardo Duran (Punto 3)

En la gréfica 7 la tendencia indica que el PM;, de la fase | produce mas efectos
genotdxicos pues la segunda y tercera dosis muestran un dafio genotéxico mayor
mientras que en la primera dosis el test nos indica que el efecto del PM;, es similar, a
pesar de eso la tendencia indica que existe un mayor dafio genotdxico en la primera

fase.
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GRAFICA 7. Comparacion del dafio genotéxico en células A-549 tratadas con diferentes concentraciones de el PMyo
de las dos fases del punto 2 (Av. Ricardo Duran). Cada barra representa la media + EE de tres experimentos

independientes cada uno por triplicado. Prueba de Kruskal-Wallis (***p<0.0001).

Se utilizé la version alcalina del ensayo cometa ya que en esta podemos evaluar la

formacion de roturas de doble y simple cadena ademas de sitios alcali labil, las
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cuales son las modificaciones mas importantes que se pueden observar en el DNA
(Mgller et al., 2014).

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos mencionar que la fase 1 de los tres
puntos de muestreo esta causando méas dafio genotdxico sobre la linea celular A-549
se uso esta linea celular ya que se deriva del epitelio de pulmén humano y tiene la
capacidad de transformar los compuestos en sus formas genotdxicas, ademas esta
linea celular ha sido utilizada para evaluaciones del DNA inducido por contaminantes
ambientales (Foster, Oster, Mayer, Avery, & Audus, 1998).

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la fraccién organica del
PMi, produce un dafio genotdxico de tipo dosis respuesta, ya que al aumentar la
dosis del PM;, aumenta asi mismo el nivel de dafio en el DNA, resaltando que la fase
| estd causando un mayor dafo que la fase Il, esto no se puede a que su
composicion era diferente o contenia mayor cantidad de componentes ya que el PM
es una mezcla de distintos componentes, no se puede atribuir a aspectos
meteoroldgicos, sino mas bien al trafico vehicular existente y este factor es uno que

no podemos controlar en el estudio.

La fraccion organica del punto 3 (Av. Ricardo Duran) es la que se esta causando un
mayor dafio genotéxico comparado con los otros dos puntos de muestreo, este punto
presenta una via de alta circulacion vehicular ademas de que la mayoria de su suelo
esta designado a la vivienda y existe una baja cantidad de vegetacién, el dafio
genotoéxico esta siendo causado por los HAPs (Hidrocarburos aroméaticos policiclicos)
gue no pudieron ser absorbidos especies fungicas que se encuentran asociadas a la

vegetacion segun afirma Petit et al, (2013).

En comparacién con el estudio de genotoxicidad de la parte acuosa realizado por
Gutiérrez (2014), se muestra claramente que la parte organica del PMy, se encuentra
provocando mayor dafio genotéxico y de manera muy distinta a los resultados de la
parte acuosa, esto se explica porque se encuentran compuestos que no se pudieron
disolver o arrastrar en la parte acuosa pero que si estan presentes en la parte

organica principalmente algunos HAPs (Hidrocarburos aromaticos policiclicos).

Es por eso que la gran cantidad de moléculas contenidas dentro de la fraccion
organica del PM,, producen distintos efectos genotéxicos, y en vista que no
contamos con un estudio en el cual no se detalle la composicion de la parte organica

del PMys no podemos identificar cual es el principal compuesto o interacciones de

39



compuestos que esta causando dicho dafio al DNA, pero algunos estudios atribuyen
que el posible factor de dafio serian los HAPs (Hidrocarburos arométicos policiclicos)
pero como ya se mencioné por falta de estudios se desconoce el causante real (Brits,
Schoeters, & Verschaeve, 2004).

4.4.2. Comparacion del efecto genotéxico entre todos los puntos y
fases.

Se realiz6 un andlisis entre todas las fase y puntos para determinar cual es el que
estaria causando mas dafio genotdxico para lo cual realizamos una clasificacion en
base al nivel de dafio causado por el PM,,, esta clasificacién se basé en 4 niveles
segun el largo de cola de los cometas presentes en cada dosis y fase, y al final se
realizé el calculo de GDI (indice de Dafio Genético), el cual es una medida mediante
la cual podemos evaluar el dafio de los distintos puntos y fases para un analisis entre
todos los puntos.

En la tabla 4 se muestra el andlisis de los datos resaltando los resultados
significativos, estos muestran que existe un punto el cual esta causando un mayor
dafio genotoxico que todos los demas puntos, el cual es Av. Loja Fase Il 1,63m%mL,
mostrando estadisticamente que este es el punto que ha causado mayor dafio
genotdxico dentro del ensayo cometa realizado sobre la linea celular A-549.

Ademéas se puede observar que el punto Av. Loja Fase Il 1,63m%*mL muestra
diferencia significativa con el punto Ricardo Duran Fase Il 1,63m*mL también con el
punto Vega Mufioz Fase | 1,63m*mL teniendo con estos dos puntos una diferencia
bien establecida, también el mismo punto Av. Loja Fase Il 1,63m*/mL muestra una
diferencia contra el punto Vega Mufioz Fase Il 1,63m®mL y contra el punto Av. Loja
Fase | 1,63m®mL en este caso existe también una diferencia significativa pero no tan
elevada como en el caso anterior, por ultimo el punto de la Av. Loja Fase Il
0,82m°*/mL mostro una diferencia significativa con el punto Vega Mufioz Fase |
0,82m°*/mL con una diferencia también no tan elevada, pero igual son resultados que
nos indican que existe un dafio mas significativo con respecto a todos los puntos de

muestreo.

TABLA 4. Analisis de dafio en el DNA, tal como se mide por el ensayo de cometa, en células

A-549 expuestas a diversas concentraciones de PMy.
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PUNTOS

100 0 1+0.00
C+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
FASE | 082 0 23.33 76.66 0 0 1.76+0.28
125 0 0 91 933 0 209+0.22
RICARDO 1.63 0 0 26 7266 0 2.70+0.28
DURAN C- 100 0 0 0 0 1+0.00
C+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
FASE Il 082 0 21.33 7866 0 0 1.78+0.12
125 0 0 96 4 0 204+0.14
163 0 0 77.33 2266 0 2.22+0.13*
C- 100 0 0 0 0 1+0.00
C+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
FASE | 082 0 58.66 41.33 0 0 141+0.31
125  1.33 133 94 333 0 1.99+0.15
163 0 0 76 24 0 224:028"
AV LOJA C- 100 0 0 0 0 1+0.00
c+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
—rem 082 0 7466 2533 0 0 125+044%
125 0 16 84.00 0 0 1.84+0.22
163 0 0 Baee |3 @ 20 U
C- 100 0 0 0 0 120.00
C+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
FASE | 082 0 866 91.33 0 0 191+0.11"%
125 0 1.33 9866 O 0 1.98+0.07
. 163 0 0 89.33 10.66 2.10 + 0.04 **
VEGA MURNOZ
C- 100 0 0 0 0 10.00
C+ 0 5 95 0 0 1.95+0.01
FASE Il 082 0 33.33 66.66 0 0 1.66+0.14
125 0 0 96 4 0 2.04+0.10
163 0 0 74 26 0 226+029°

Los resultados se muestran como la media + EE de tres experimentos independientes. 0-1V indica los grados de
dafio en el DNA Categoria I: baja; II: media; Ill: alta y IV: Las células totalmente dafiadas. GDI, indice de dafio
genético (Tipo | +2 x Tipo Il + 3 x Tipo Il + 4 x Tipo IV) / (Tipo O + | + Il + 1l + IV). Av. Loja Fase Il 1.63m*mL vs.
Ricardo Duran Fase Il 1.63m*/mL, Vega Mufioz Fase | 1.63m*/mL (**p<0.001), Av. Loja Fase Il 1.63m*mL vs. Vega
Mufioz Fase Il 1.63m*mL, Av. Loja Fase | 1.63m*/mL (+ p > 0.05), Av. Loja Fase Il 0.82m%mL vs. Vega Mufioz Fase |
0.82m*/mL (x p > 0.05). Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo de control (Kruskal-Wallis y

la prueba de Dunn)

De acuerdo a todos los resultados obtenidos podemaos aludir que en todo el estudio
indico una tendencia de dosis-dependiente, indicandonos que el dafio al DNA existe
y siempre va a aumentar cuando la dosis del PM;, aumente segun un estudio
realizado el cual nos muestra que aun se pueden aumentar la dosis del PM;o y seguir
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aumentando el dafio, por lo cual la maxima dosis que se ha probado en este estudio
es de 1,63m*/mL, pero si se siguiera con una dosis mas alta se podria mostrar un

mayor tamafo de la cola del cometa como indica el estudio de Brits et al., (2004).

El dafio genotdxico causado por el PMo se puede atribuir a la presencia de distintos
HAPs en la composicion de la parte organica del PM;, como lo menciona el estudio
de Brits et al., (2004), la presencia de HAPs dentro del PM, esto se puede atribuir a
gue dentro de los puntos de muestreo se desarrolla una gran actividad
automovilistica por tratarse de vias muy transitadas, pero al no conocer la
composicion de la parte organica no se puede identificar con seguridad cual es el
compuesto o interacciones de compuestos responsables del dafio al DNA, ademas
las concentraciones de las moléculas varian entre las muestras y es dificil atribuir el

efecto solo a algunos compuestos contenidos en la muestra.

Si extrapolamos nuestros resultados podemos suponer que la exposicion prolongada
al PM y a una contaminacion atmosférica es un riesgo ya que causarian serios
efectos sobre la salud, todo esto conjuntamente con una dosis elevada puede
terminar en graves efectos como alteraciones genéticas, dafio bioldgico y al final en

dltima instancia podria terminaria en cancer de pulmon.
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CONCLUSIONES

El estudio realizado se ejecutd en modelos in vitro arrojando resultados que aportan

evidencias y apoyan a las siguientes conclusiones:

El material particulado fraccion respirable PM;, en una zona de flujo vehicular
alto todos los puntos de muestreo pueden ser uno de los factores de riesgo
gue se encuentran contribuyendo a un dafio tanto citotéxico y genotoxico a la
poblacion expuesta de manera dosis dependiente.

El material particulado recolectado en el punto Av. Loja y Remigio Tamariz es
el que se encuentra generando una mayor produccion de ROS, sin embargo
esta produccién de ROS no se puede asociar al dafio genotoxico porque
existen otros puntos que cuentan con alta produccién de ROS pero con un
dafio genotdxico menor.

La fraccién organica del PM,o induce un efecto genotoxico, el mismo que es
dosis dependiente a mayor dosis incrementa el efecto, dentro de todas las
zonas muestreadas el material particulado recolectado en el punto Av.
Ricardo Duran es el que se encuentra produciendo un mayor dafio
genotoéxico que todos los demas puntos de muestreo, pero cabe recalcar que
todos los puntos causan un dafio genotoxico.

La fraccibn organica del PMj;, se encuentra provocando una mayor

produccion de ROS y dafio genotdxico que la fraccion acuosa.
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RECOMENDACIONES

Caracterizar quimicamente la fraccion organica del PMj,, para identificar
cuales son exactamente las moléculas que se encuentran relacionadas con la
produccion de ROS y lesiones al DNA.

Realizar investigaciones mas especificas y profundas sobre las
consecuencias toxicologicas debido a la heterogeneidad del PM.

Los resultados obtenidos son indicativo para tomar medidas de control y de
remediacién hacia las personas que se encuentran expuestas en zonas de
alta concentracién de material particulado.

Iniciar con modelos in vitro de remediacién del aire que sean aplicables a la

poblacion.
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Mantenimiento de linea
celular A-549

ANEXOS

Anexol. Esquema de Viabilidad Celular por MTS

24 horas de Incubacion 37°C,
5% de CO2

24 horas de Incubacion 37°C,
5% de CO2

Incorporacién de la solucion
MTS (20 pL por pocillo)

Aplicar fraccion organica de
PM10 (0.82,1.25y 1.63
m3/mL)

2 horas de Incubacion 37°C,
5% de CO2

'0'4’0:4:0:0:0:4:0:4:4:4
000 0,0,0,9,04

En multipocillo de 96
Siembra 1 x 104
células/pocillo

2 horas de Incubacion 37°C,
5% de CO2

Andlisis mediante ellector de
placa ELISA (absorbancia 490

nm)
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Anexo 2. Esquema para determinacién de ROS.

Mantenimiento de linea
celular A-549

24 horas de Incubaciéon 37°C,
5% de CO2

®
07616766666 6666
AOOOOODDDD
000 000,0,0,0,0.9.8/
000000000000
.’.’.’.’.’.‘.’.‘.‘.‘.‘.4
SN ANAANY
0100000005800

En multipocillo de 96
Siembra 1 x 104
células/pocillo

24 horas de Incubaciéon 37°C,
5% de CO2

Tincién con DCFDA (200 pl
por pocillo)

30min de Incubacién 37°C,
5% de CO2

Aplicar fraccion organica de
PM10 (0.82,1.25y 1.63
m3/mL)

2 horas de Incubacién 37°C, 5
% de CO2

Lectura en el fluorémetro
Aex: 485nmy Aem: 528nm
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Anexo 3. Esquema de ensayo Cometa
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Siembra 1 x 103
células/pocillo

24 horas de Incubacién
37°C, 5% de CO2
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