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RESUMEN

Las particulas menores o iguales a 2.5 um (PM25) son de interés toxicologico debido a su
capacidad para alcanzar los alveolos pulmonares y a los tipos de interaccion entre los
elementos quimicos que constituyen a las particulas y los sistemas bioldgicos (aditivas,
sinérgicas y antagonistas), siendo un factor determinante en el desarrollo de enfermedades
cardiopulmonares y cancer de pulmon en poblaciones expuestas. Los compuestos organicos
asociados a PM> 5 son cientos y poseen una alta capacidad de causar estrés oxidante e inducir
el metabolismo a traves del sistema P450. Este trabajo se enfocé en identificar y cuantificar
los HAP presentes en la materia organica extraida (MOE) de PM_ ;s colectadas en la Ciudad
de México, inferir sus posibles fuentes de emision y evaluar la viabilidad, la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) e induccién de las enzimas del metabolismo de HAP:
CYP1Al y NQO1, y de las enzimas antioxidantes SOD2, HO-1 y y-GCS tras la exposicion
ala MOE en la linea celular de epitelio alveolar humano A549. La colecta de PM2 s se realizo
en noviembre de 2017 en las instalaciones del Cinvestav-Zacatenco. Para la identificacion y
cuantificacion de HAP en PMas se realizaron 2 procesos independientes de extraccion
utilizando celdas de extraccion a microescala asistida por ultrasonido con reflujo (CEMAUF)
con reduccion por arrastre gentil de nitrégeno. Posteriormente, se determind la masa de MOE
y se realizo el analisis de 38 hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas por el método de dilucion isotopica y curvas de
calibracion. La identificacion de las fuentes de HAP se basd en correlaciones con
contaminantes criterio y tasas de diagnostico de HAP. El efecto citotoxico de la MOE en
células A549 se evalué mediante los ensayos de MTS y azul de tripano a concentraciones de
20, 40, 60 y 80 pg/ml de MOE. Asimismo, la generacion de ERO se midi6 con el ensayo de
diclorofluoresceina en tiempos de 1, 6, 12 y 24 h. Finalmente la induccién de CYP1Al,
NQO1, SOD-2, HO-1y y-GCS se evalu6 por la exposicion a 20 y 40 pg/ml de MOE mediante
inmunodeteccion por en tiempos de 6 y 24 h post-exposicion. Se identificaron 25 HAP y se
determiné que la masa de la MOE representd el 15.5% de PM2s. La comparacién de
concentraciones por semana permitié observar que 22 HAP presentan concentraciones
homogeéneas durante el mes y las correlaciones de HAP con contaminantes criterio y tasas de
diagnostico permite inferir que doce HAP se emiten de fuentes primarias por medio de
procesos pirogénicos y combustion incompleta de combustibles como diésel y gasolina. Las
concentraciones de exposicion empleadas a 6, 12 y 24 h no comprometen la viabilidad
celular, pero favorece la formacién de ERO, induciendo a la enzima del metabolismo
CYP1Al y a la enzima antioxidante y-GCS. Marcadores celulares como la generacion de
ERO vy la induccién de las enzimas del metabolismo y antioxidantes son inducidos tras la
exposicion a MOE extraida de PM2s; la cual esta constituida por 25 HAP, cuyas fuentes de
emisién son procesos pirogénicos y combustion incompleta de combustibles como diésel y
gasolina.
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ABSTRACT

It has been shown that atmospheric pollution by particulate matter (PM) is a determining
factor in the development of cardiopulmonary diseases and lung cancer in exposed
populations. Particles less than or equal to 2.5 um (PM25) are of toxicological interest due to
their chemical heterogeneity, their ability to reach the pulmonary alveoli and the interactions
between the elements that constitute PM and the biological systems (additive, synergistic and
antagonists). The organic elements associated with PM2s are hundreds, and it has been
suggested that these compounds have a high capacity to cause oxidative stress and induce the
metabolism of PAH through the P450 system when in contact with biological systems.
Therefore, the aim of this study was to identify and quantify the PAH present in the extracted
organic matter (MOE) of PM2s collected in Mexico City, infer their possible emission
sources and evaluate the viability, the formation of reactive oxygen species (ROS) and
induction of the enzymes of PAH metabolism: CYP1A1 and NQO1, and of the antioxidant
enzymes SOD2, HO-1 and y-GCS after exposure to MOE in the lung cell line A549. A
sampling collection of PM2s was carried out in November 2017 at Cinvestav Zacatenco.
Subsequently, the mass of EOM and the analysis of 38 polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) were determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
identification of sources of PAH was based on correlations with criteria pollutants and using
diagnostic rates of PAH. The cytotoxic effect of EOM in A549 cells was assesed with the
MTS and trypan blue assays at concentrations of 20, 40, 60 and 80 ug/ml of MOE exposure.
The generation of ROS was measured with the DCHF-DA assay after 1, 6, 12 and 24h post-
exposure to MOE, finally the induction of CYP1A1, NQO1, SOD-2, HO-1 and y-GCS was
evaluated at 20 and 40 pug/ml of EOM by immunodetection analysis at 6 and 24 h post-
exposure. Twenty-six PAH were identified. It is inferred that twelve PAH are emitted from
primary sources through pyrogenic processes and incomplete combustion of fuels such as
diesel and gasoline. The concentrations used in the cytotoxicity tests at 6, 12 and 24 h do not
compromise cell viability, however induce the formation of ROS with all concentrations
used, in addition these compounds induce the CYP1A1l metabolism enzyme and the
antioxidant enzyme y-GCS. Cell biomarkers such as ROS generation and the induction of
metabolism enzymes and antioxidants are induced after exposure to MOE extracted from
PM2s; which in this study was constituted by 25 HAP, which emission sources are pyrogenic
processes and incomplete combustion of fuels such as diesel and gasoline.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion atmosferica

La Ley General de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente (2016) define el concepto
de contaminacion como “la presencia en el ambiente de uno o més contaminantes o de
cualquier combinacion de ellos que cause desequilibrio ecoldgico” y considera al
contaminante como “toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas,
que al incorporarse 0 actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento

natural, altere o modifique su composicion y condicion natural” (LEGEEPA, 2016).

La contaminacion atmosférica se genera por la presencia de sustancias en el aire ajenas a su
composicion natural y que se encuentran en concentraciones que impliquen molestias o
riesgo para la salud de las personas, los seres vivos y dafio a los materiales. Si bien la
combustion incompleta de hidrocarburos es una de las principales fuentes de emision de
contaminantes a la atmosfera, la evaporacion y la resuspension, son otros procesos que
introducen sustancias ajenas a la composicion natural del aire (Martinez y Mera, 2004). Por
siglos, la contaminacion atmosférica en areas urbanas e industriales se ha considerado
peligrosa para la salud humana. Hoy en dia se sabe que es carcinogénica para humanos
(Livalova et al., 2018, Valavanidis et al., 2008, IARC 2013).

La contaminacién atmosférica deteriora la calidad de vida de las personas expuestas y dafia
a los ecosistemas (Arruti et al., 2012). Estudios epidemioldgicos indican que cuando se
incrementan los niveles de contaminacion atmosférica aumenta la mortalidad y las
hospitalizaciones por funciones pulmonares adversas, la exacerbacién de ataques de asma y
las enfermedades respiratorias y cardiacas (Valavanidis et al., 2008). La contaminacion
atmosférica por material particulado (PM, particulate matter) constituye el mayor problema
de salud publica y es responsable de miles de muertes prematuras, asi como de la pérdida de
millones de dolares al afio y debido a que sus efectos dependen en gran medida de su
composicidon quimica es importante su medicion, tanto espacial como temporalmente (Abbas
et al., 2018, Chow et al., 2015).



1.2 Material particulado

El PM atmosférico es un término que se emplea para describir el material sélido y liquido
suspendido en el aire, representa una mezcla compleja de particulas que no solo varia en
tamafo y morfologia; sino también en sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Su
origen es diverso e impacta en la radiacion solar, en la formacion de nubes, en la quimica de
la atmosfera y en la salud humana (Gutiérrez-Castillo et al., 2006; Hinds, 1999; US-EPA,
2004).

El PM es de interés toxicoldgico por la heterogeneidad y complejidad de los elementos que
la constituyen, asi como, por los tipos de interaccién entre estos compuestos y los sistemas
bioldgicos (aditivas, sinérgicas y antagonistas) (Palacios et al., 2016). En funcién de su
diametro aerodinamico (definido como el didmetro de una esfera con densidad estandar que
se instala a la misma velocidad terminal que la particula de interés) (Hinds, 1999; DeCarlo
et al., 2004), se clasifica en: particulas de didmetro aerodinamico < 10 um (PMzo), particulas
de tamafio aerodinamico < 2.5 pm o finas (PMzs) y particulas de tamaiio aerodinamico < 0.1
pum (PMo.1) o ultrafinas (Schwarze et al., 2006, Martinelli et al., 2013). Las caracteristicas
fisicas y quimicas, asi como otras propiedades del material particulado se resumen en la Tabla
1.

Diferentes estudios han observado que el PM:s representa del 28-80% de las particulas
totales suspendidas en el aire y como su gran superficie de contacto le permite que una gran
cantidad de compuestos con caracteristicas toxicas y nocivas sean absorbidas y adsorbidas
en su superficie es importante su estudio, ademas estas particulas pueden alcanzar los
alvéolos e ingresar al torrente sanguineo comprometiendo la salud de las personas expuestas
(Zhang et al., 2016); a continuacion se describiran algunas de sus caracteristicas con mayor

detenimiento.



Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del material particulado, tiempos de residencia y

Caracteristicas

transporte en la atmosfera (EPA 2016)

PMo.1

PM2s

PMzio

Solubilidad No estan bien Muy solubles e Algunas son solubles
caracterizadas higroscopicas
Vida media Minutos Dias a semanas Minutos a horas

atmosférica

Proceso de * Crecen a la moda de | * Formacion de nubes y * Precipitacion seca
acumulacion 'y se | lluvia
remocién difunden en gotas de * Eliminacién por gotas de
lluvia y otras | * Precipitacion seca lluvia
superficies
Distancia de De metros a pocos De cientos a miles de De un kilémetro a decenas de
kilometros kilometros kildmetros (de cientos a miles
transporte de kilémetros en tormentas de
arena)
Composicion * Sulfato * Sulfato, nitrato, amonio, * Nitratos, cloruros, sulfatos

» Carbon elemental

* Compuestos
metalicos

» Compuestos
organicos con baja
presion de vapor a
temperatura ambiente

iones de hidrégeno
* Carbon elemental

* Gran variedad de
compuestos organicos

» Metales como Pb, Cd, V,
Ni, Cu, Zn, Mn, Fe, etc.

* Agua ligada a las
particulas

* Bacterias, virus

de reacciones de HNOgs, HCI
y SO, con particulas gruesas.

« Oxidos de elementos de la
corteza terrestre (Si, Al, Ti,
Fe).

* CaCO3, CaS0Oq, NaCl, sal
marina

* Bacterias, polen, moho,
esporas de hongos, detritos de
plantas y animales.

Proceso de
formacién

* Nucleacion de gases
atmosféricos,
incluidos HzSO4, NH;
y algunos compuestos
organicos

» Condensacion de
gases

* Condensacion de gases

* Coagulacion de particulas
pequefias

* Reaccidn de gases en o
sobre las particulas

* Evaporacion de neblina y
gotas de agua en las que los
gases se han disuelto y
reaccionado

* Procesos mecanicos
(prensado, molienda,
abrasion, rompimiento de
s6lidos/gotas)

* Evaporacion de aerosoles
* Suspension de polvos

* Reaccion de gases en o
sobre particulas




1.2.1 Composicion quimica de las PMz.s

La composicion quimica de PM2s depende de la estacion del afo, la region, las fuentes de
emisién y las interacciones entre sus componentes organicos e inorganicos (Yi-Yang et al.,
2017) y que la amplia superficie de contacto que presenta PM2 s permite que puedan adsorber
y absorber iones, metales, organismos biologicos y compuestos organicos (Tabla 1). Debido
a que la materia orgénica extraida (MOE) constituye del 17 a 40 % de la masa de las PM2s
en la Ciudad de México los compuestos organicos contenidos en la MOE podrian tener un
papel determinante en su toxicidad, lo cual ya ha sido observado y reportado en estudios
recientes (Lippman, 2009, Yi-Yang et al., 2017).

1.2.2 Compuestos organicos en PM2.5

Investigaciones previas han llegado a la conclusion de que aproximadamente la mitad del
PM fino es aerosol organico (OA, organic aerosol) (Chow et al., 2002, Salcedo et al., 2006).
El OA tiene numerosas fuentes y puede clasificarse como OA primario (POA, primary
organic aerosol), material emitido directamente como particulas, o0 como OA secundario
(SOA, secundary organic aerosol), especies formadas en la atmdsfera a través de reacciones
quimicas (Hallquist et al., 2009). Zheng y colaboradores (2000) reportaron que las
principales familias de compuestos organicos identificados en la MOE de PM2 s son: &cidos
grasos (46-80%), alifaticos, esteranos y hopanos (10-34%), alcanoles (4-21%), hidrocarburos
aromaticos policicliclos (HAP) (1-6%); nitro-HAP y oxi-HAP.

Los alcanos pueden ser emitidos por multiples fuentes de actividades tanto biogénicas como
antropogénicas [Gogou et al., 1996; Kotianova et al., 2008; Simoneit, 1989], los depositos
de combustibles fésiles muestran una mayor abundancia de alcanos C22-C25, mientras que
los alcanos impares >C29 son emitidos preferentemente por material organico vegetativo en
descomposicion. Los cuales ya han sido caracterizados en la Ciudad de México en diferentes
estudios (Tabla 2). Los hopanos y esteranos llegan a la atmosfera por vapores formados de
combustibles fosiles no quemados y aceites lubricantes [Cass, 1998; Schauer et al., 2002;
Sippula et al., 2014; Zhang et al., 2008]. Los que se han identificado en PM2sen la ciudad

de México son presentados en la Tabla 2.



Los compuestos organicos varian en funcion de la ubicacién, temporada, fuentes de emision
y procesos atmosféricos. Se estima que los compuestos organicos no polares en sitios urbanos
representan del 10-50% de la masa del PM2s. Esta fraccion contiene miles de compuestos
organicos, que varian desde moléculas organicas muy volatiles (por ejemplo, glioxal) hasta
mezclas complejas de tipo humico, estos compuestos se han estudiado ampliamente debido
a su uso como indicadores de fuentes de emision (Wang et al., 2016).

Otros compuestos presentes son los HAP, estos son compuestos organicos semi-volatiles
(Marr et al. 2006) formados por dos 0 mas anillos arométicos fusionados (Domingo y Nadal,
2015, Srogi 2007), ambientalmente persistentes en aire, suelo y agua (Abdel-Shafya y
Mansour, 2016, Samburoba et al. 2017). Provienen de fuentes naturales como: erupciones
volcanicas, organismos vegetales (procesos de descomposicion, estrés hidrico o patoldgico e
incendios forestales) y procesos de biosintesis de algunos microorganismos, fitoplancton,
algas y termitas; aunque se considera que las fuentes naturales no contribuyen
significativamente a las emisiones totales de HAP (Kim. et al. 2013, Samburoba et al. 2017),
y en contraste, los HAP se emiten mayoritariamente por la combustién incompleta de
combustibles fosiles principalmente provenientes del parque vehicular (Tan et al., 2006,
Wang et al., 2011).

Otros compuestos que se han identificado son los nitro-HAP y oxi-HAP. La familia de
compuestos nitroaromaticos (nitro-HAP) son contaminantes ambientales ampliamente
distribuidos que se encuentran en los gases de escape de los motores diésel, de gasolina 'y en
la superficie del PM. La principal fuente de estos compuestos es la combustion incompleta
de los compuestos presentes en el diésel. Sin embargo, también se forman en la atmésfera
por reacciones de HAP con 6xidos de nitrégeno. Por otro lado, los compuestos oxiaromaticos
(oxi-HAP) se forman directamente de la combustion incompleta de materia organica, por
reacciones fotoquimicas con oxidantes atmosféricos (Os, NOx, OH'), por fotodegradacion y
fotooxidacion de los HAP (Albinet et al., 2007, Bandowe et al., 2014, Eiguren-Fernandez et
al., 2008, Wang et al., 2011). Los derivados oxigenados se encuentran principalmente en
particulas emitidas por vehiculos (Albinet et al., 2007, Burtscher y Schiepp 2012,). Los
compuestos organicos identificados en la Ciudad de México se presentan en la Tabla 2.



Tabla 2. Compuestos organicos atmosféricos en el PM2s de la Zona Metropolitana de
la Ciudad de México.

FAMILIAS COMPUESTOS REFERENCIA
Cas- Cgs alcano 17a[H]- 21 B [H]-hopano Murillo-Tovar et al., (2010)
v Acidos C14- Cyo alcano 22S-homohopano Stone et al., (2008)
grasos Acido pinonico 22R- homohopano
v' Alifaticos  170[H]-22,29,30- app-20R-C27 colestano
v/ Esteranos trisnorhopano app-20S-C27 colestano
v" Hopanos 17B[H]-21 app-20R-C29 sitostano
a[H],30- afp-20S-C29 sitostano
norhopano
naftaleno benzo[b]fluoranteno Amador- Mufioz et al. (2010,
v' HAP acenaftileno benzo[j]fluoranteno 2011, 2013)
acenafteno benzo[k]fluoranteno Gutiérrez-Castillo et al.
fluoreno benzo[e]pireno (2006)
fenantreno benzo[a]pireno Manzano-Ledn et al. (2013)
antraceno perileno Murillo-Tovar et al. (2010,
fluoranteno dibenzo[a,c]antraceno 2011, 2013)
pireno indeno[1,2,3-cd]pireno Stone et al. (2008)
benzo[a]antraceno dibenzo[a,h]antraceno
criseno benzo[ghi]perileno
trifenileno
7,12-quinona 3-nitrofluoranteno Manzano-Ledn et al. (2013)
v' nitro- 5-12- 9-nitroantraceno Murillo-Tovar et al. (2010)
HAP naftacenoquinona 9-nitrofenantreno Valle-Herndndez et  al.
v' oxi-HAP 9, 10-dihidrobenzo  3-nitrofenantreno (2010)

[a] pireno7[8H]-
ona
1,4-naftoquinona
1,2-benzopirona
9H-fluoren-9-ona

2-nitrofluoranteno
1-nitropireno
7-nitrobenzo[a]antraceno
6-nitrocriseno
7H-benzo[de]
antracen-7-ona

nitro-HAP: nitro-hidrocarburos arométicos policiclicos
oxi-HAP: oxi-hidrocarburos aromaticos policiclicos

1.2.3 Propiedades fisicas y quimicas de los HAP

Los HAP tienen altos puntos de fusion y de ebullicion, bajas presiones de vapor y baja
solubilidad en agua (Tabla 3). Las dos ultimas propiedades tienden a disminuir al aumentar
su masa molecular (Abdel-Shafya y Mansour, 2016; Masih et al. 2012). Los HAP se
distribuyen ampliamente en la atmosfera antes de que se depositen en suelo, vegetacion o
agua (Kim et al., 2013).



Los HAP con baja masa molecular (dos y tres anillos) se encuentran en la fase vapor, aquellos
con tres y cuatro anillos, entre las fases gaseosa y particulada, mientras que los de cinco
anillos o mas estan unidos a las particulas (Srogi, 2007). Los HAP reaccionan con otros
contaminantes como el ozono, 6xidos de nitrégeno y didxido de azufre produciendo dionas-
HAP, nitro-HAP vy sulfo-HAP que pueden ser mas tdxicos que sus precursores (Feilberg et
al. 2001, WHO 2000).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los HAP

Nombre Numero Masa Temperatura Temperatura  Solubilidad Presion TEF
de Molecular de fusion de ebullicién en agua de vapor
anillos (g mol 1) (°C) (°C) (mg/L) (Pa/25°C)
Naftaleno 2 128.17 80 218 31 11 0.001
Acenaftileno 3 152.19 93 280 16 3.87 0.001
Acenafteno 3 154.21 93 279 38 3.07 0.001
Fluoreno 3 166.22 117 298 19 1.66 0.001
Fenantreno 3 178.23 99 340 1.1 1.6x10-' 0.001
Antraceno 3 178.23 217 340 0.045 8.6x10*% 0.01
Fluoranteno 4 202.25 108 384 0.26 8.6x10* 0.001
Pireno 4 202.25 151 400 0.13 5x10° 0.001
Benzo[a]antraceno 4 228.29 159 437 0.011 5.43x100 0.1
5-
Criseno 4 228.29 258 448 0.0002 4x10° 0.01
Benzo[b]fluoranteno 5 252.31 168 481 0.002 5x107 0.1
Benzo[K]fluoranteno 5 252.31 200 472 0.008 5.2x10% 0.1
Benzo[a]pireno 5 252.31 177 495 0.004 6 x10°8 1
dibenzo[a,h]antraceno 5 278.35 271 524 0.001 1.3x10-8 1
Benzo[ghi]perileno 6 276.33 280 500 0.003 1.3x10-7 0.01
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 273.33 162 536 0.002 14x10-8 0.1

TEF: factor equivalente téxico, se utiliza para categorizar el efecto carcinogénico estimado de mezclas
complejas de HAP (Dat y Chang, 2017)

El destino y el transporte de los HAP liberados al ambiente dependen en gran medida de las
propiedades fisicas y quimicas de los HAP individuales, como la solubilidad en agua, la
presidn de vapor, las constantes de la Ley de Henry, el coeficiente de particion octanol-agua
(Kow). La presion de vapor y las constantes de la Ley de Henry indican el potencial del HAP
para evaporarse cuando esta en su forma pura o disuelto en agua. El valor de Kow refleja la
distribucion de un compuesto organico entre un medio organico y un acuoso, siendo un
parametro que se puede asociar con la bioconcentracion en los tejidos grasos de los
organismos (Abbas et al., 2018; Abdel-Shafya y Mansour, 2016; Masih et al. 2012).



1.2.4 Métodos de identificacion de fuentes de los HAP

Actualmente no es suficiente con llevar a cabo la identificacion y cuantificacién de HAP, es
importante inferir las fuentes de emision de estos compuestos con la finalidad de conocer con
mayor precision sus fuentes de emision. El analisis de correlacién de los HAP con otros
contaminantes es un método utilizado para determinar fuentes o procesos de formacion de
estos contaminantes. Por lo que, correlaciones consistentes de los HAP con ciertos
contaminantes criterio ayuda a conocer si su fuente de emision es primaria o secundaria. Otro
método, es el uso de tasas de diagndstico entre los HAP. Existen HAP especificos como

indicadores de ciertos procesos, llamados marcadores o trazadores del origen (Tabla 4).

Tabla 4. Marcadores de fuentes de emision de HAP

Marcador Fuente de emision Referencia
Criseno y benzo[b]fluoranteno Combustion de carbén Ravindra et al. (2008)
Benzo[ghi]perileno, coroneno, Emisiones vehiculares Ravindra et al. (2008)
fenantreno
Fenantreno, fluoranteno y pireno Emisiones de diesel Harrison et al. (1996)
Altas concentraciones de fluoreno, Combustion de petréleo Ravindra et al. (2008)

fluoranteno y pireno.

Moderadas  concentraciones  de
benzo[b]fluoranteno e indeno[1,2,3-
cd]pireno

El uso de tasas se basa en la estabilidad termodinamica relativa de algunos isomeros de HAP.
Un isémero esta formado por reacciones quimicas rapidas y exhibe una baja estabilidad.
Estos isébmeros generalmente se forman durante los procesos de combustion u otros
tratamientos quimicos (Biache et al., 2014). Un isomero de estabilidad termodinamica més
alta se forma durante procesos que toman periodos mas largos, como diagénesis 0
catagénesis, resultando en materia organica fésil como petroleo o carbdn, definida como

fuentes petrogénicas que estan enriquecidas con estos isomeros (Yunker et al., 2002).



Tabla 5. Tasas de diagnostico entre HAP para la asignacion de fuentes de emision.

Relacion binaria

Fuente de emisién

Referencia

YBPH/ 2APH <1 Pirogénico Zhang et al. (2008)
>1 Petrogénico
1123cdP/(1123cdP + 0.18 Gasolina Ravindra et al. (2008)
BghiP) :
0.37-0.70 Diesel Kavouras et al. (2001)
Fno/(Fno+Pir) >0.5 Diesel Ravindra et al. (2008)
<05 Gasolina
Ant/(Ant+Fen) >0.1 Petrogénico Pies et al. (2008)
<0.1 Pirogénico Pies et al. (2008)
FIt/(FIt+Pir) <0.4 Petrogénico De La Torre-Roche et
al. (2009)
0.4-0.5 Combustible fosil
>0.5 Combustion de madera
BaP/(BaP+Cris) 0.5 Diesel Guo et al. (2003)
BbF/BkF 0.73 Gasolina Ravindra et al. (2008)
<0.5 Diesel Park et al. (2002)
BaP/BghiP 0.5-0.6 Emisiones de trafico Park et al. (2002)
1123cdP/BghiP <04 Gasolina Caricchia et al. (1999)
Flt/Pir 0.6 Emisiones vehiculares Neilson, (1998)

YBPH - Suma de HAP de bajo peso molecular (<228 gmol-1), ZAPH - Suma de HAP de alto peso
molecular (>228 gmol-1) , 1123cdP — Indeno[1,2,3-cd]pireno, BghiP — Benzo[ghi]perileno, Fno — Fluoreno
, Pir — Pireno, Ant — Antraceno, Fen — Fenantreno, BaP — Benzo[a]pireno, Cris — Criseno, BbF —
Benzo[b]fluoranteno, BKF — Benzo[k]fluoranteno, FIt — Fluoranteno.



El perfil y la relacion entre los isomeros de HAP se utiliza para determinar la contribucion
de las diferentes fuentes de emisién (Tabla 5) (Ravindra et al., 2008). Las tasas de diagnostico
entre HAP pueden proporcionar una herramienta importante para la identificacion de fuentes
de emision de contaminacion. Aunque existe incertidumbre en el uso de estas tasas
(Galarneau 2008, Katsoyiannis et al. 2007, Zhang et al. 2005) debido a la inestabilidad de
algunos compuestos, es una herramienta que se complementa con otros métodos para la
identificacion de fuentes de emision. Entender el impacto de las fuentes particulares de
emision en los diferentes compartimentos ambientales es crucial para una correcta evaluacion

del riesgo y su gestion.

1.3 Efectos adversos a la salud por la exposicion a PMz.s

Estudios epidemioldgicos muestran que hay un impacto significativo de la exposicion a PM2s
en la mortalidad y en la salud humana. Los efectos toxicos de PM2s son atribuidos a los
compuestos quimicos presentes en la superficie de la particula (Tabla 6) incluyendo
compuestos organicos como los HAP que han mostrado efectos genotdxicos y citotoxicos
tanto en estudios in vivo como en in vitro (Livalova et al., 2014, MohseniBandpi et al., 2017,
Valavandani et al., 2008).

Tabla 6. Dafios celulares de componentes de PMzs

Tipo Clasificacion Dario
Componentes inorgéanicos Metales Dafio oxidante
No metales Reduccidn de la viabilidad

Metales de transicion Dafio oxidante y efectos inflamatorios

Componentes organicos Carbon Efectos inflamatorios
HAP Genotoxicidad
Quinonas Genotoxicidad y efectos inflamatorios

Fuente: Yi-Yang et al., 2017.
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La exposicion a PM2s puede incrementar la mortalidad entre personas con enfermedades
cronicas degenerativas (diabetes mellitus), efectos principalmente en personas con
enfermedades cardiopulmonares preexistentes, exacerbacion de sintomas en personas con
enfermedades pulmonares cronicas y agudas (bronquitis y efisema), incremento en la
irritacion de ojos y del sistema respiratorio, especialmente ataques de asma, infecciones
respiratorias que incrementan las admisiones hospitalarias, ademas de incidencia de
enfermedades pulmonares agudas y crénicas, cancer de pulmon y arterosclerosis (Livalova
et al., 2014, MohseniBandpi et al., 2017, Valavandani et al., 2008).

1.3.1. Toxicocinética de PMzs

La toxicocinética de PMa;s es influenciada por factores intrinsecos (de la particula) y
extrinsecos (propios del individuo). Entre los primeros factores se encuentran los fisicos e
incluyen la forma, el tamafio, la densidad, la higroscopia y la carga de superficie de la
particula (Yi-Yang et al., 2017). Ademas, su cinética y depoésito también se afecta por
factores bioldgicos del organismo que las respira como: el patrén de respiracion (volumen 'y
ritmo respiratorio), ruta de respiracion (nasal u oral) y anatomia de las vias respiratorias
(Debray et al., 2010). El depdsito de estas particulas en el tracto respiratorio ocurre
principalmente mediante cinco mecanismos: impactacion, sedimentacion, difusion,

intercepcion y atraccion electrostatica (Heyder, 1986).

Siendo la sedimentacion el mecanismo de depésito mas importante de las particulas en las
vias respiratorias de menor didmetro (bronquios, bronquiolos y espacio alveolar), el cual es
un proceso influenciado directamente por la gravedad (Heyder, 1986). La eliminacion de
sustancias depositadas en el tracto respiratorio tiene lugar por una combinacion de varios
mecanismos, el mecanismo involucrado en la eliminacion del material particulado depende
de las propiedades fisicas y fisicoquimicas de la particula. En la region traqueo bronquial y
en los alveolos, la actividad fagocitica de los macrofagos es un importante mecanismo de
eliminacién, las enzimas liticas de los macrofagos contribuyen a la disolucion de las
particulas, resultando en productos que pueden ser absorbidos directamente en la circulacion
por difusion; o bien las particulas fagocitadas por los macrofagos pueden pasar con estas

celulas a la circulacion linfatica. El drenaje linfatico de los alveolos representa un mecanismo
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de eliminacién que puede ser utilizado por macromoléculas, agregados macromoleculares y

particulas de ciertas dimensiones (Mao et al., 2005, Proud, 2008).

Por oto lado, la facilidad de absorcion de los compuestos quimicos que constituyen a PM a
través del epitelio respiratorio estd directamente relacionada con la solubilidad lipidica de
sus constituyentes. Se ha observado que las membranas celulares de las células epiteliales
alveolares son la mejor barrera de los compuestos organicos no polares (alifaticos, esteranos,
hopanos), el ingreso de estos compuestos se ve limitada porque la unién estrecha de las
membranas celulares y el diametro de sus poros (6 a 10 A) solo permiten el ingreso de
moléculas solubles en agua evitando el ingreso de estos compuestos. En lo que respecta a
moléculas liposolubles su ingreso al torrente sanguineo esta relacionado con el coeficiente

de particion de los compuestos (Proud, 2008).

1.3.2. Caracteristicas generales del epitelio alveolar

El epitelio alveolar se compone de células tipo | y tipo Il. Las células epiteliales alveolares
tipo I (AEI) son células especializadas en el intercambio gaseoso que no tienen capacidad
metabdlica, las células epiteliales tipo 11 (AEII) son metabolicamente activas, desarrollan
funciones fisioldgicas y bioldgicas para sintetizar, secretar y reciclar todos los componentes
del surfactante pulmonar (el cual controla la tensidén superficial alveolar), regulan el
transporte de iones de sodio trans-epitelial para la depuracién del liquido alveolar, modulan
el equilibrio de la coagulacion y la fibrinolisis, contribuyendo asi al sistema de defensa. No
s6lo guian a los neutrofilos en el espacio alveolar durante su migracion; sino que también
actian como células efectoras mediante la interaccion con células residentes y moviles, ya
sea directamente por contacto célula-célula o indirectamente por interferencia ligando-
receptor a través de la liberacion de citocinas y factores de crecimiento e incluso bajo ciertas
condiciones se diferencian en células AEI. Por tanto, una alteracién en AEIl compromete el
correcto funcionamiento de todo el epitelio alveolar, los principales mecanismos propuestos
para explicar los efectos téxicos inducidos por MOE de PM2s sobre los AEIl son la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), estrés oxidante e inflamacion, esto ha

sido estudiado en diferentes lineas celulares, siendo la linea celular A549 ampliamente
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utilizada para investigar su diferenciacion, estructura, desarrollo, funcién y respuesta a
xenobioticos (Mao et al., 2005, Proud, 2008,Yi-Yang et al., 2017).

1.3.3 Efectos adversos a la salud por la exposicion a compuestos organicos presentes en
el PM2s

Los compuestos organicos presentes en PM2.s son uno de los factores que mas comprometen
la salud, debido su alta capacidad pro-oxidativa (Yi-Yang et al., 2017) y son los
constituyentes principales de los aerosoles finos en la atmdsfera de las zonas urbanas
altamente industrializadas (Chai et al., 2005, Cavanagh et al., 2009, Hou et al., 2006). En la
Ciudad de Meéxico se han identificado 89 compuestos organicos en la MOE y estos
constituyen del 17 al 40 % de la masa de PM2s (Tabla 2). EI PM con estas caracteristicas
potencialmente toxicas, se deposita en la superficie del alveolo que es un medio acuoso rico
en lipidos en el que los componentes solubles del PM pueden ser liberados, esto incluye
compuestos organicos bioldgicamente activos, los cuales pueden actuar en las células
epiteliales aun cuando el PM no ingrese a la célula. Por tanto, son mas propensos a tener
efectos adversos a corto y largo plazo, incluyendo el empeoramiento de los sintomas
respiratorios y el desarrollo de enfermedades como: asma, inflamacion respiratoria,
disminucion de las funciones pulmonares y céancer. Otros efectos observados por la
exposicion a PMzs son mayor morbimortalidad de enfermedades cardiorrespiratorias,
neuroldgicas, reproductivas, disminucién de la esperanza de vida de las personas;
principalmente en aquellas que padecen enfermedades cronico-degenerativas, aunque estos
no se han asociado a la fraccion orgéanica (Andre, 2005, Salcedo et al, 2006, Valavandani et
al., 2008, Xu et al., 2005).

Algunos HAP o mezclas de HAP tienen la capacidad de hacer progresar con mayor rapidez
mutaciones que han sido producidos por otras substancias. En este caso se dice que los HAP
son promotores de tumores, 0 son pro-cancerigenos (Armstrong, 2004). Otros efectos que se
han observado después de la exposicion a HAP, es el aumento en el dafio oxidativo y la
secrecion de citocinas en células epiteliales bronquiales humanas. Las células con las
caracteristicas de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica tienen menor capacidad para

metabolizar los productos quimicos organicos derivados de la contaminacion atmosférica,
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como el benzo[a]pireno, mostrando mayor sensibilidad a la formacién de aductos de ADN
(Abbas et al., 2018). Las ERO formadas pueden causar efectos adversos en las células porque
pueden reaccionar con bio-macromoléculas como proteinas, lipidos y DNA (Palacio et al.,
2016), también se sabe que la exposicion a altas concentraciones de ERO en los tejidos
contribuye a la patogénesis de enfermedades caracterizadas por el crecimiento celular
aberrante, hipertrofia y patogénesis de numerosas enfermedades crénicas, muchas de las
cuales estan asociadas con la destrucciéon y / o remodelacion de tejidos (Shenberger et al.,
2002).

Existen informes clinicos de aumento de los niveles de H>O exhalados y urinarios en
pacientes con sindrome de dificultad respiratoria en adultos, bronquiectasia, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, y en macréfagos alveolares recolectados de lactantes con
displasia broncopulmonar (Loukides et al., 1998; Mathru et al., 1994). Se ha propuesto que
los compuestos orgéanicos son responsables del dafio pulmonar agudo y de la muerte celular
por apoptosis; la apoptosis epitelial puede conducir a desprendimiento de la mucosa
bronquial, hiperreactividad bronquial y exacerbacion del asma, ademas, el desprendimiento
de cuerpos apoptoticos de las células moribundas puede tener el efecto de propagar e
introducir los quimicos a las células fagociticas espectadoras, que intentan eliminar estos
restos (Nel et al., 2001). ); a continuacion se describiran algunas de los mecanismos que

permiten el ingreso y biotransformacién de los HAP en las células con mayor detenimiento.

1.3.4 Mecanismos celulares activados por la exposicion a la fraccién organica del PMzs
1.3.4.1 Ingreso de HAP a las células

Uno de los grupos organicos mas importantes de la MOE de las PM2 s en cuanto a riesgo para
la salud son los compuestos poliaromaticos, que incluye HAP, oxi-HAP, nitro-HAP, amino-
HAP, compuestos aromaticos heterociclicos, entre otros (Ling-Yang et al., 2017). En
general, los HAP son compuestos lipofilicos que pueden cruzar facilmente las membranas
celulares a través de la difusion pasiva después de la inhalacion. Una vez en el ambiente
intracelular se activan procesos de transformacién de estos compuestos para su
detoxificacion o eliminacion, siendo el mas importante el metabolismo de HAP (Farkas et
al., 2004).
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1.3.4.2 Metabolismo de los HAP

La transformacién de los HAP involucra multiples enzimas metabdlicas, se conocen 3 vias
principales: la via de citocromos (CYP1A1/1B1), la via CYP peroxidasa y la via aldo-ceto
reductasa (via AKR). Se sabe que la formacion de metabolitos (diolepdxidos, cationes y

radicales) se lleva a cabo principalmente por los citocromos.

Los citocromos participan en la biotransformacion de xenobioticos y se consideran enzimas
de biotransformacion de fase I, estan constituidos por los genes CYP1Al, CYP1A2 y
CYP1B1, ampliamente relacionados con la biotransformacion de HAP a través de reacciones
de oxidacion, siendo el CYP1Al1l quien constituye la mayor fraccién de citocromo
extrahepatico que se expresa principalmente en pulmon, rifién y placenta (Pelkonen et al.,
1998).
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Fig. 1. Activacion de enzimas metabdlicas y metabolismo general de los HAP (Adaptado de
Abbas et al.,).

El CYP1ALl esta asociado al metabolismo de los HAP en células de pulmén humano, se
sugiere que el humo de cigarro tinene HAP y se observan altos niveles de CYP1A1 en los
pulmones de fumadores (lonnides, 1996). Los CYP1Al en el sistema respiratorio
biotransforman a los HAP a través de reacciones de oxidacion, para originar compuestos mas

hidrosolubles que se puedan eliminar del organismo, sin embargo, como parte de este proceso
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de detoxificacion realizado por CYP1A1l se forman ERO (Garcia, 2008; Livalova et al.,
2014; Min et al., 2011).

La activacion del sistema P450 inicia cuando los HAP interactian con el receptor de
hidrocarburos aromaticos (AhR) activando posteriormente al elemento de respuesta a
xenobioticos que activa a factores de transcripcion que regula la expresion de genes tales
como el citocromo CYP1Al, CYP1A2 y CYP1B1, incluyendo otras enzimas de
biotransformacion de fase Il como la glutation transferasa y NQO1 (Figura 1) (Abbas et al.,
2018). Estas enzimas pueden metabolizar a los HAP en el ciclo catalitico de CYP1A1,
después de aceptar al primer electrén el CYP1AL ferroso une una molécula de oxigeno
transformandose en un oxicomplejo de CYP1A1, el cual se reduce con la entrada de otro
electron para formar un peroxi-complejo, que con la entrada de protones, puede dar lugar al
rompimiento heterolitico del O-O para obtener una molécula de H2O, mientras que en el
grupo hemo se produce un doble enlace entre el hierro (Fe) y el oxigeno restante (Zangar et
al., 2004).

Posteriormente el grupo hemo activado (unido al atomo de oxigeno) se inserta en la molécula
del sustrato para liberar finalmente al radical hidroxilo (ROH) y regresar a su estado inicial
(Zangar et al., 2004). Ademas de la generacién de ERO, la mayoria de los compuestos padres
de los HAP que entran en las células pulmonares se consideran mutagénicos Yy
procarcinogénicos, porque es su transformacion a metabolitos los que contribuyen al
desarrollo de mutaciones que pueden activar oncogener y desarrollar cancer (Ling-Yang et
al., 2017).

1.3.4.3 Generacion intracelular de ERO

El término especies reactivas de oxigeno por sus siglas ERO, abarca a los radicales libres
(&tomos, iones, moléculas con uno 0 mas electrones desapareados en el orbital méas externo)
y a las moléculas derivadas del oxigeno con gran capacidad reactiva. Las ERO se forman
constantemente en el organismo para cumplir eventos fisiologicos, como la fosforilacién
oxidativa, el sistema enzimatico P450 y la reduccion de ribonucledtidos (Milosevic et al.,
1999).
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La generacion equilibrada de radicales libres en el medio celular estd controlada por el
sistema de defensa antioxidante. El equilibrio que se establece entre los sistemas oxidantes y
antioxidantes constituyen el elemento basico de la defensa antimicrobiana, antitumoral, en la
fisiologia normal, en los reguladores metabolicos, en la activacion e inactivacion de
biomoléculas, en la transduccion de sefiales, en la obtencion de energia metabdlica y en el
recambio y la activacion celular. Sin embargo, dadas las caracteristicas cinéticas de este
equilibrio, la rapidez y persistencia de ERO como los factores pro-oxidantes puede ocasionar

que la capacidad antioxidante celular sea superada (Garcia, 2008; Milosevic et al., 1999).

Estudios previos han mostrado que los componentes organicos de PM2s pueden inducir la
produccidn de radicales libres para oxidar las células del pulmdn, siendo la principal causa
de lesiones (Kelly, 2003; Donaldson y Beswick, 1996). El primer mecanismo que conduce a
la formacién de ERO es la liberacidon del radical superéxido debido al decaimiento del
complejo Fe (1), este radical al protonarse origina peroxido de hidrégeno, otra ERO. El
segundo mecanismo productor de ERO es la protonacion de peroxi-CYP1Al con la

formacion de peroxido de hidrogeno (Zangar et al., 2004).

Un ultimo mecanismo requiere la adicién de mas de 2 electrones actuando sobre el oxenoide,
lo que causa la liberacion del segundo atomo de oxigeno en forma de una molécula de agua.
La produccion de ERO es un resultado inevitable del consumo de NADPH por CYP1A1l
microsomal en presencia y ausencia de sustratos exdgenos y enddgenos (farmacos,
contaminantes ambientales como particulas y otros xenobidticos adheridos en su superficie,
como pueden ser los HAP). Sin embargo, la presencia o ausencia de las vias generadoras de
ROS, depende de muchas condiciones, tales como el tipo de sustrato, el pH, la fuerza idnica,

y de concentracion de oxigeno entre otros factores (Zangar et al., 2004).

Como se indica que los compuestos organicos inducen principalmente al anién superéxido
(ERO radicales) y peroxido de hidrégeno (ERO no radicales) se profundizara ain mas al
respecto a continuacion. EIl anion superoxido es un monoradical con carga negativa que

resulta de la reduccion monovalente del oxigeno molecular en procesos como la fagocitosis
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por accion de la NADPH oxidasa, la respiracion celular por la citocromo oxidasa
mitocondrial, en el metabolismo de xenobidticos por el sistema P450, y en la isquemia
reperfusion por la xantina oxidasa. Este anién tiene un tiempo de vida media de milisegundos
y es transformado por el superdxido dismutasa (SOD) en H2O2 con una constante de reaccion

muy rapida (Gracy et al., 1999).

Por otro lado, el perdxido de hidrogeno se forma in vivo por la transformacion espontanea o
enzimatica del O2por la SOD, glucosa oxidasa, diaminoacido oxidasa y otras oxidasas). A
bajas concentraciones de H>O> es poco reactivo; sin embargo, a concentraciones altas puede
interactuar con los sistemas de generacion de energia de las células e inactivarlas, como el
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa por ejemplo, ademas el H2O2 es capaz de oxidar
grupos tioles de proteinas. Su efecto mas nocivo es la formacion de *OH catalizada por
metales de transicion. A nivel fisiologico el H202 es removido por la accion de la catalasa
(cat) y peroxidasa. Algunos cetoacidos como el piruvato, aunque reaccionan muy lentamente,
alcanzan concentraciones fisiologicas capaces de dar proteccion in vivo (Garcia, 2008; Min
etal., 2011).

Se sabe que las células epiteliales de las vias respiratorias sirven como barrera natural,
evitando la entrada de los xenobidticos inhalados en los tejidos, la acumulacion excesiva de
ERO generadas por los HAP disminuye los niveles de proteinas de union, lo que resulta en
una mayor interrupcién de la barrera en el epitelio pulmonar. Una barrera epitelial permeable
puede favorecer el ingreso de patdgenos y xenobidticos inhalados en los tejidos, siendo la
permeabilidad de la membrana uno de los primeros signos de enfermedad pulmonar, lo cual
ya se ha asociado a la exposicion a PMzs (Farkas et al., 2004, Ling-Yang et al., 2017). ERO
como el anién superoxido, el H20> y el radical hidroxilo juegan un papel muy importante en
el efecto genotoxico de los compuestos organicos (Min et al.,, 2011); la exposicion a
concentraciones subletales de H»O, alteran la sintesis de proteinas y estos cambios
comprometen la proliferacion y morfologia celular, la exposicion a altas concentraciones de
ERO en los tejidos contribuye a la patogénesis de enfermedades caracterizadas por el

crecimiento celular aberrante, hipertrofia y patogénesis de numerosas enfermedades
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cronicas, muchas de las cuales estan asociadas con la destruccion y / o remodelacion de
tejidos (Shenberger et al., 2002).

1.3.4.4 Estrés oxidante y el sistema de defensa antioxidante

El estrés oxidante se define como un evento celular en el que se altera la homeostasis oxido-
reduccion debido a un aumento en la velocidad de generacion de ERO y/o una disminucion
de los sistemas de defensa antioxidante. En esta situacion de estrés oxidativo, el incremento
en la cantidad de los radicales libres, puede desencadenar dafio oxidativo en diferentes
biomoléculas incluyendo peroxidacion de lipidos, disfuncion de proteinas, dafio al DNA y si
es muy extenso puede llevar a la muerte celular y asi contribuir a desencadenar enfermedades

respiratorias, cardiovasculares o cancer (Risom et al., 2005).

Los sistemas de defensa antioxidante que controlan las cantidades de ROS en las células
pueden ser de tipo enzimético y no enzimatico (Molina, 2003). EIl sistema antioxidante
enzimatico esta conformado por una serie de enzimas que convierten las ERO en moléculas
menos perjudiciales antes de que reaccionen con estructuras celulares vitales, o simplemente
evitan su produccidn para tratar de minimizar el dafio oxidativo. En este grupo destacan las
superoxido dismutasas (SOD, Mn-SOD, Cu/Zn SOD), peroxidasas, catalasas, glutaredoxina,

tioredoxina, glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) (Imlay 2003).

En el humano se han identificado tres tipos de SOD, la Mn-SOD mitocondrial, la Cu/Zn-
SOD citosolica y la SOD extracelular; la Mn-SOD es un homotetramero de 96kDa que
contiene un atomo de Mn en cada subunidad, el &tomo metalico cambia su oxidacion desde
Mn (I11) a Mn (1), volviendo nuevamente a Mn (l11), durante los 2 pasos que constituyen la
reaccion de dismutacién del radical anion supeoxido. El producto de la accion de SOD es el
peroxido de hidrogeno, el cual es altamente toxico, pero puede ser rapidamente removido en
células procariontes esto implica la accion de dos familias diferentes de enzimas, la glutation
peroxidasa y las catalasas, ambas acttan sobre el H.O> reduciéndolo a oxigeno y agua (Imlay,
2003).
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Por otro lado, el sistema antioxidante no enzimatico esta conformado por compuestos de bajo
peso molecular que reaccionan directamente con las ROS, lo que las desactiva y evita su
reaccion en cadena. Estos compuestos son conocidos como apagadores, entre ellos se
encuentra la vitamina A, C, E, Be, &cido Urico, metalotionia, aloumina, tranferrina, ferritina,
mioglobina, bilirrubina, carotenoides y glutation (GSH) (Halliwell y Gutteridge, 1990;
Cardoso et al., 1998). El retinol o vitamina A es capaz de inactivar a los ROS con los dobles
enlaces conjugados de la cadena insaturada, puede actuar como donante o aceptor de

electrones bajo determinadas condiciones (Olson, 1996).

La vitamina E o a-tocoferol se almacena principalmente en tejido adiposo, por lo que se
encuentra asociada a la membrana celular protegiéndola de las ERO, al reaccionar con los
radicales libres, se oxida a a-tocoferol quinona, esta se regenera a a-tocoferol con la posible
intervencion del &cido ascorbico y del GSH (Sinha et al., 2002). La vitamina C o acido
ascorbico es un antioxidante soluble en agua (hidrosoluble), figura en la primera linea en la
defensa antioxidante del plasma; es un poderoso inhibidor de la oxidacion de los lipidos por
radicales superoxido e hidroxilo principalmente. Participan en la generacion de la vitamina

E y se ha reportado como protector del tabaco (Garcia, 2008).

El dafio causado por ERO al ADN, proteinas y lipidos esta involucrado en efectos adversos
sobre la salud, ademas un desequilibrio en el estado redox de la célula desencadenan
respuestas inflamatorias mediante la activacion de factores de transcripcion que aumentan la
sintesis de citocinas proinflamatorias; estas citocinas pueden favorecer las respuestas
inflamatorias locales y sistémicas y contribuir al desarrollo de enfermedades pulmonares
obstructivas cronicas (EPOC) y asma, también se ha observado que hay una deplecién de
enzimas antioxidantes (HO-1, glutation, SOD-1) por las ERO favoreciendo el desarrollo de
EPOC (Yang et al., 2017).

Ya se ha demostrado que la MOE de particulas de emisién de vehiculos a diésel (DEP)
pueden inducir efectos proinflamatorios en el pulmén debido a su capacidad de causar estrées
oxidante (Saldiva et al., 2002; Kumayai et al., 1996). Por otro lado, las quinonas presentes

en PM2s pueden actuar como catalizadores y producir ERO directamente por sus ciclos de
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oxidacion reduccion (o redox) catalizando la reduccién de oxigeno molecular a anién
superoxido e hidroxilo, este comportamiento se ha observado en células broncoepiteliales
expuestas a DEP y a extractos organicos de las DEP (Monks et al., 1992; Halliwell y
Gutteridge, 1990).

Se ha observado que los compuestos presentes en las fracciones aromaticas y polares (HAP
y quinonas) de DEP simulan los efectos pro-oxidantes de las particulas en las células
epiteliales bronquiales y en macréfagos (Li et al., 2002, Li et al., 2000). Ademas,
experimentos en animales y humanos confirman que las DEP y HAP derivados de DEP
promueven la inflamacion alérgica de las vias respiratorias y la induccion de CYP1Al en los
pulmones de ratones expuestos (Tokanu et al., 2002; Miyabara et al., 1998; Tsien et al.,
1997).

Sistema antioxidante del glutation

El glutation es un tripéptido constituido por 3 aminoacidos, el &cido glutamico, la cisteina y
la glicina, que contiene un enlace y peptidico entre el glutamato y la cisteina para prevenir
que el enlace sea hidrolizado, es un protector celular sumamente importante debido a que el
grupo tiol en su porcion de cisteina es un agente reductor, por lo que un ligero desplazamiento
del equilibrio hacia la forma oxidada afecta drésticamente el estado de dxido reduccion
normal indispensable para la sobrevivencia celular (Anderson 1998; Molina 2003; Robinson,
1994).

El GSH se utiliza como cofactor por diversas enzimas como las peroxidasas para desintoxicar
peroxido generados del ataque de ERO en moléculas bioldgicas: transhidrogenasas para
reducir centros oxidados en el ADN, proteinas y otras biomoléculas y la glutation-S-
transferasa (GST) para conjugar con GHS substancias endogenas (Strange et al., 2000). La
concentracion de GSH puede ser disminuida por conjugacion directa o mediada
enzimaticamente con radicales libres e indirectamente por la adicion de inhibidores a su
biosintesis o regeneracion a partir de GSSG (Anderson, 1998). Entre los oxidantes que

pueden agotar al GSH estan los radicales libres generados en respuesta a la exposicion de
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agentes fisicos (luz ultravioleta, temperatura), xenobi6ticos, infecciones y deficiencias
dietéticas (Klaunig et al., 1998).

La sintesis de GSH ocurre en el citoplasma y es una de las principales vias de desintoxicacion
celular (Figura 2). Primero la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral de glutamato
por la accion de la enzima gamma-glutamil cistein sintetasa. La acumulacién excesiva de
GSH actua inhibiendo esta enzima y de esta manera se controla la sintesis de GSH. La
segunda reaccion para la sintesis de GSH enlaza a la gamma glutamil cisteina con la glicina
para generar GSH, esta reaccion es catalizada por la enzima GSH sintetasa (Anderson 1998;
Molina 2003).

Una vez que el GSH ha sido oxidado a GSSG, el reciclaje de GSSG a GSH se lleva a cabo
por la enzima glutation reductasa (GR). Esta enzima emplea como fuente de electrones la
coenzima NADPH, la cual proviene principalmente de la ruta de las pentosas fosfato. EI GSH
también contribuye al reciclaje de otros antioxidantes que han sido oxidados como el a-
tocoferol (vitamina E) y los carotenoides (McNee, 1999; Strange y Jones 2000; Hunter,
2001).

La familia de GSH cataliza una gran variedad de compuestos xenobioticos, electrofilicos y
carcindgenos mediante la conjugacion del GSH originando el primer paso para la formacién
del acido mercapturico (Mates, 1999). La figura 2 muestra el sistema antioxidante del GSH
(McNee, 1999) donde la GPx ya sea citosolica o mitocondrial reduce los hidroperoxidos de
acidos grasos y el H>0> a expensas del GSH (Mates, 1999). Una manera de evaluar el estatus
del GSH en las células es por medio de la gamma glutamil cisteina, esto permitiria analizar

de forma indirecta el sistema antioxidante del glutation (Garcia, 2008).
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Fig. 2. Sistema antioxidante del GSH (McNee 1998)

Como se menciono anteriormente, los compuestos organicos presentes en PMas son uno de
los factores que mas comprometen la salud, debido su alta capacidad pro-oxidativa (Yi-Yang
etal., 2017) y como en la Ciudad de México se han identificado 89 compuestos organicos en
la MOE vy estos constituyen del 17 al 40 % de la masa de PM2s (Tabla 2) es prioritario llevar
a cabo la identificacion de los compuestos gque la constituyen y la evaluacién de sus efectos
citotoxicos. Este trabajo confirma la presencia de HAP en la MOE de PM2s; que la MOE
representa el 15.5% de PM.s y que las fuentes de emision mas probables son procesos
pirogénicos, emisiones vehiculares, combustion incompleta de gasolina y diésel. También se
corroboro la activacion metabolica de células epiteliales alveolares y la induccion de la
formacion de ERO, ademas se observo que el desequilibrio en el sistema redox producido
por la MOE es suficiente para llevar a cabo la activacion del sistema antioxidante. Por tanto,
este proyecto integrativo permite unificar la informacion de la composicion quimica analitica

de los compuestos orgéanicos de PM.s con la parte toxicologica.
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1.4 Justificacién

El PM en el aire es de interés toxicologico por la heterogeneidad y complejidad de los
elementos que la constituyen, asi como, por los tipos de interaccion entre estos compuestos
y los sistemas bioldgicos. Estudios epidemioldgicos han reportado que hay un impacto
significativo de la exposicién a PMzs en la morbimortalidad por enfermedades respiratorias,
cardiorespiratorias, neurologicas, reproductivas y cancer; disminuyendo la esperanza de vida
de las personas expuestas a este contaminante, principalmente de las personas que presentan
enfermedades cronicas. Ademas, investigaciones realizadas sugieren que la composicion
quimica de PM_ tienen un papel determinante en los efectos adversos a la salud debido a
que los compuestos organicos constituyen del 17 a 40% de su masa, por lo que estos podrian
ser responsables de su toxicidad. También, se ha descrito que la MOE de PMas tiene
compuestos que poseen una alta capacidad de inducir las enzimas del metabolismo, favorecer
la formacién de especies reactivas de oxigeno e incluso inducir algunas enzimas
antioxidantes. Se infiere que los hidrocarburos aromaticos policicliclos (HAP) podrian ser
algunos de los compuestos responsables de los efectos antes mencionados. Debido a lo
anterior en el presente proyecto se considerd necesario llevar a cabo la identificacion de los
HAP presentes en la MOE, analizar su origen y evaluar su capacidad de inducir citotoxicidad
células representativas del tracto respiratorio ya que este representa el mayor sitio de

exposicion a PMzs, por lo que se utilizo la linea celular de epitelio alveolar humano A549.

1.5 Hipdtesis

La MOE de PM2 5 contiene compuestos provenientes de combustion incompleta que poseen
una alta capacidad de inducir a las enzimas del metabolismo CYP1Aly NQO1, favorecer la
formacion de especies reactivas de oxigeno e inducir las enzimas antioxidantes SOD2, HO-
1y y-GCS en la linea celular A549.
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1.6 Objetivo general

Identificar y cuantificar los HAP presentes en la MOE, inferir sus posibles fuentes de emision

y evaluar la viabilidad, la formacién de especies reactivas de oxigeno e induccion de las
enzimas del metabolismo CYP1Al y NQOZ1,; y de las antioxidantes SOD2, HO-1 y y-GCS
tras la exposicion a la MOE de PM2 s en la linea celular A549.

16.1

v

Objetivos Particulares

Colectar las PM2.s en noviembre de 2017 en la zona norte de la Ciudad de México.

Determinar la MOE en PM3s.

Identificar y cuantificar los HAP en la MOE de PM3s.

Analizar y proponer fuentes de emisién de HAP por medio de correlaciones con
contaminantes criterio e indices de tasas.

Analizar el efecto de la MOE en la viabilidad y en la formacion de especies reactivas
de oxigeno en la linea celular A549.

Evaluar los niveles de las enzimas del metabolismo CYP1Al y NQOL1; y de las
antioxidantes SOD2, HO-1y y-GCS tras la exposicion a la MOE de PM2 en la linea
celular A549.
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2. METODOLOGIA
2.1  Determinacion de la MOE y de los HAP en PMzs
2.1.1 Acondicionamiento de filtros para la colecta de los HAP.

Se utilizaron filtros de cuarzo cubiertos con teflén para colectar PM.s. Los filtros fueron
acondicionados previamente en una mufla (CISA) durante 24 horas a 105 °C (temperatura
minima). El objetivo del acondicionamiento fue para compuestos organicos presentes en los
filtros. Posteriormente los filtros se cubrieron con papel aluminio y se llevaron hasta el lugar

del muestreo.

2.1.2 Colecta de PMzs en el norte de la Cuidad de México

La colecta de muestras se llevo a cabo en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional, unidad académica Zacatenco, ubicado al norte de la
Ciudad de Mexico (Figura 3).

ZMVM-2012
PM2s [t/aiio]

4-8
- 47
47 - 192

Figura 3. Ubicacion del sitio de muestreo y colectores de alto volumen de PM2 s

26



La colecta se realizé de lunes a viernes del 6 de noviembre al 4 de diciembre de 2017. Se
utilizaron colectores de alto volumen (HighVol, con flujo de 1.3 L/m®) (Figura 3) durante 24

h de 8:00am a 8:00am del dia siguiente.

Los filtros blancos de campo se tomaron cada 15 dias. EI material particulado se colecté en
los filtros acondicionados. Una vez realizada la colecta, los filtros se doblaron a la mitad, se
cubrieron con papel aluminio para evitar su fotodegradacion y se almacenaron a -20 °C para
evitar su evaporacion hasta el momento de su tratamiento. En total se colectaron 22 filtros y

2 blancos.

2.1.3 Extraccién y determinacion de los HAP contenidos en la MOE de PM2s

2.1.3.1 Determinacion de HAP en aire
2.1.3.1.1 Fortificacion de filtros con HAP-deuterados (HAP-d)

Se fortifico 1/10 de cada uno de los filtros con PM2s (n=22) con una disolucion isotopica de
16 HAP-d (Tabla suplementaria I) contenidos en una alicuota de 100 pL. La masa de HAP-
d adicionada fue 100 ng. Esta disolucion se utilizé para llevar a cabo la cuantificacion de 16
HAP y la estimacion de otros 16 HAP (Tabla suplementaria Il). La fortificacion se realizd
24 h previas a la extraccion almacenando los filtros fortificados a -20 ° C.

2.1.3.1.2 Procedimiento de extraccion de MOE

Los HAP generalmente se encuentran como mezclas complejas en el material particulado
(Domingo y Nadal, 2015). Por tanto, para entender los efectos de la exposicién a los HAP
presentes en su superficie, es necesario contar con métodos de muestreo y analisis confiables
que permitan realizar su especiacion quimica de una manera rapida, eficiente, poco
contaminante, altamente sensible y sin interferencias (Elmes y Gasparon, 2017). Es por ello,
que se decidid utilizar en este proyecto la celda de extraccion a microescala asistida por
ultrasonido con reflujo (CEMAUF) y la respectiva cuantificacion por medio de un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas utilizando el método de

dilucion isotopica.
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La extraccion de los HAP en PM2s se llevd a cabo en celdas de extraccion a microescala
asistida por ultrasonido con reflujo (CEMAUF), Patente No. 325624 (Amador-Mufioz et al.,
2014a). Se adiciono la cantidad de disolvente necesario para cubrir los filtros (1/10= 3 mL
de DCM y 8/10= 15mL). Las celdas con los filtros y el disolvente se colocaron dentro de un
bafio de ultrasonido (Figura 5) (Elmasonic P). Las condiciones de extraccion fueron 30 °C,
15 min, 40% de potencia a 37 KHz, por duplicado (condiciones de extraccion validadas por
Diosdado-Martinez, 2018).

Una vez terminado el procedimiento de extraccion, los extractos organicos se filtraron a
través de un acrodisco (PTFE 0.2 um, 13 mm de didmetro), con la ayuda de una cdmara de
vacio visiprep SUPELCO. Los extractos se colectaron en un vial de 20 mL. Finalmente, los
extractos se redujeron con un arrastre gentil de nitrégeno, la perdida de MOE en este
procedimiento se controld utilizando un sistema acoplado de multiples deflexiones que atrapa
a la materia organica arrastrada por la corriente de nitrégeno, Patente 325625 (Amador-
Mufioz et al., 2014b). La materia organica adsorbida a las paredes internas del capilar con
deflexiones se recuperd con un volumen minimo de diclorometano. Todos los extractos se

concentraron hasta obtener un volumen de 1mL.

Para el analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de gases se adicionaron
80 pL de la MOE extraida y 20 puL de una disolucion de HAP fluorado (HAP-f) como
estandar interno (Anexo I). Los viales se etiquetaron y almacenaron hasta su analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Este procedimiento se repitio

con los blancos (n=4).

2.1.3.1.3. Célculo de la eficiencia del método analitico para la recuperaciéon de HAP-d
contenidos en la MOE de PMz2s

Para determinar la eficiencia de la extraccion de los HAP, se uso el método por dilucion
isotopica. Para ello, se utilizaron las areas relativas de 16 HAP-d, entre los HAP fluorados
utilizados como estandares internos. La eficiencia se calcul6 dividiendo el area relativa de

los HAP-d entre la de los HAP-f en la disolucion de referencia (ecuacion 1).

28



Las areas relativas se obtuvieron con la ecuacion 1.

Ay
A =——

= Ecuacion (1)
AEl

Donde:

A. = Area relativa del HAP-d/HAP-fluorado,
adimensional

Ax= Area del HAP, cuentas

Agi= Area de estandar interno (HAP-f), cuentas

% Eficiencia = Lrfort 100 Ecuacion (2)
rref

Donde:

Arfore  — Area relativa del HAP-d/HAP-fluorado de la muestra fortificada y extraida.

Aprer — Area relativa del HAP-d/HAP-fluorado de la disolucion de referencia.

Se calcularon los coeficientes de variacion de las areas relativas de cada HAP y HAP-d. Para
descartar falsos positivos o errores en el cuantitativo, se estableci6 un coeficiente de variacion
<15 %.

2.1.3.1.4 Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM)

Se analizaron 32 HAP y se inyectaron un total de 48 muestras (24 para la identificacion de
HAP en aire y 24 para la identificacion de HAP en los ensayos bioldgicos) Los analisis se
Ilevaron a cabo en el cromatdgrafo de gases-espectrometro de masas (6890) con inyector
automatico, acoplado a un espectrometro de masas (5973N) con ionizacién electrénica de la
marca Agilent Technologies y se realizaron las inyecciones por duplicado (n=96). En la tabla

suplementaria I11 se especifican las condiciones de operacion del equipo.
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La identificacion de los 32 HAP en la MOE de PM_ s, se realiz6 considerando los tiempos de
retencion absolutos del ion principal (pico base) y de dos secundarios en los 96
cromatogramas obtenidos, para ello, se inyectdé un estandar de referencia con todos los

analitos a 80 pg/pL. El orden de elusidn se muestra en la tabla suplementaria I.

La cuantificacion por dilucion isotopica se llevd a cabo relacionando las areas del HAP y de
su HAP-d correspondiente. Debido a que la inyeccion se llevé a cabo por duplicado, se
calcularon los coeficientes de variacion de las areas relativas de cada HAP con su
correspondiente HAP-d (tabla suplementaria 11). Para descartar falsos positivos o errores en
el cuantitativo, se establecié un méaximo en los coeficientes de variacion menor o igual a 15
%. La concentracion de los HAP en las particulas suspendidas en el aire se calcul6 empleando

la ecuacion 3.

HAP = [212e Muap-a *

— Blanco / Ecuacion (3)
Agap-d Vaire

Donde:
HAP. Concentracion del HAP en aire, pg m? Mhuar-a: Masa del HAP-d adicionado, pg

Anap: Area del HAP Vaire: VOlumen de aire muestreado, m®

Anap-a- Area del HAP-d

2.1.3.2 Determinacion de HAP en ensayos bioldgicos

2.1.3.2.1 Curvas de calibracion de HAP

La extraccion de la MOE para los ensayos bioldgicos se realizé tomando 8/10 de cada uno
de los filtros (n=24) y se repitié el procedimiento previamente descrito de extraccion,
reduccion de muestras y anélisis por CG-EM. Para evaluar que la composicion de la MOE
en los ensayos biologicos no hubiese sido alterada por el procedimiento de extraccion y

reduccion, los HAP en esta MOE se cuantificaron con base en curvas de calibracion.
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Las curvas de calibracion se hicieron con siete niveles de concentracion: 6, 15, 31, 63, 125,
250 y 500 pg/uL. Cada concentracion se inyect6 por duplicado. Se determind la pendiente y
el intercepto ponderados (Miller y Miller 2002). Se calcul6 linealidad en funcion del
coeficiente de correlacion de Pearson, la sensibilidad con la pendiente, los limites de
deteccion y de cuantificacion en funcion de las desviaciones estandar del intercepto y la
pendiente correspondiente (Miller y Miller 2002). Ademas, se evalud si el cambio de
disolvente y el proceso de reduccion de muestras afectaban la concentracion de los HAP,
para evaluar ésto se llevo a cabo la identificacion y cuantificacion de los HAP de la MOE sin
proceso de secado, en MOE llevada a sequedad, disuelta en DCM y MOE llevada a sequedad
y disuelta en DMSO.

2.1.4 Identificacion de fuentes de emision por correlaciones de los HAP y contaminantes
criterio

Las concentraciones de los contaminantes criterios primarios como monoxido de carbono
(CO), monoxido de nitrégeno (NO), dioxido de azufre (SO2) y material particulado < a 2.5
pum (PM2;s), asi como de los contaminantes criterios secundarios como dioxido de nitrogeno
(NO2), ozono (03) y material particulado < a 2.5 pm (PM2s) se obtuvieron de la Red
Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA) de la Ciudad de México. La estacion de
monitoreo considerada fue Xalostoc porgue es la méas cercana al sitio de muestreo. Con las
bases de datos obtenidas se calcularon las medianas y los promedios de 24 horas GUnicamente

de los dias de muestreo y en los horarios de muestreos.

2.1.5 Identificacion de fuentes por tasas de diagnéstico de HAP

Para calcular las tasas de diagnostico se utilizaron las concentraciones diarias de antraceno,
fenantreno, benzo[a]antraceno, criseno, fluoranteno, pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
benzo[ghi]perileno y benzo[a]pireno, se estimaron las tasas propuestas en la tabla 5 de cada
dia de muestreo, posteriormente se obtuvo un promedio de cada una de las tasas en el mes de
muestreo y finalmente la fuente de emision se infirid al comparar los valores ponderados con

los valores obtenidos.
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2.2 Evaluacion de la toxicidad por la exposicién a MOE en células de epitelio alveolar
humano A549

2.2.1 Analisis del efecto de la MOE en la viabilidad de las células A549 por el ensayo de
MTS y azul de tripano

Cultivo celular

Las células de epitelio alveolar humano A549 se cultivaron en medio Ham’s F12,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 0.05 mg/mL de piruvato de sodio
(ImM), 2mM de L-glutamina, 50 Ul/mL de penicilina en una atmosfera de 37°C a5 % CO..
El cambio de medio de cultivo se realiz6 cada 3 dias. Al obtener una confluencia de 80% las
celulas se desprendieron con una dilucion 1:3 de tripsina-EDTA al 0.25% y se transfirieron

a una nueva botella para su manutencién

Ensayos de evaluacion de la viabilidad celular

Para los tratamientos de viabilidad se sembraron 1.15 x 10* células en cada pozo de placas
de 96 pozos en un volumen 200 pL y se dejaron estabilizar durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo, las células se sometieron a tratamientos continuos de 20, 40, 60 y 80 ug/mL de MOE
diluida al 0.5% de DMSO durante 6, 12, y 24 h. Como la concentracion de MOE presenta el
0.12% de HAP, la concentracion de HAP en los ensayos bioldgicos es de 0.024, 0.048, 0.072
y 0.092 ug/mL.

Ensayo de MTS

Principio

Para determinar si la MOE tiene un efecto sobre el metabolismo de la mitocondria se utilizd
el ensayo de MTS. Este ensayo permite cuantificar la capacidad que tiene la mitocondria de
las células viables para convertir a la sal soluble de tetrazolium MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il0)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) a un producto coloreado (azul-
violeta) de formazadn. La absorbancia que produce el formazan (el pico maximo de
absorbancia es de 570nm) es directamente proporcional al numero de células
metabolicamente activas, por lo que a mayor cantidad de absorbancia del formazan en un
cultivo mayor numero de células metabolicamente activas, que se interpreta como células

sanas o vivas (Fotakis y Timbrell, 2006).
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Procedimiento

Una vez que se concluyé el tiempo de tratamiento, se retird el medio y se le agregaron 100
uL de medio fresco y 10 uL de MTS a cada pozo; se incubaron durante 4 h a 37° C sin
exposicion a la luz. EI cambio de coloracion de formazan se evalué midiendo la absorbancia
a 490 nm y 690 nm en un espectrofotdémetro TECAN Infinite® 2001 (Fotakis y Timbrell,
2006).

Ensayo de azul de tripano

Principio

El método de exclusion con el colorante azul de tripano se utiliz6 para determinar si la
membrana plasmatica de las células se ve modificada por la exposicion a MOE, las moléculas
de azul de tripano son demasiado grandes para penetrar la membrana celular, la inclusion del
colorante en la célula indica un aumento en la permeabilidad de la membrana celular debido
a un dafio celular. Se consideran células viables aquellas que no incluyen al azul de tripano
y no viables a aquellas que, si lo incorporan, y se describe el porcentaje de la poblacion de

células viables.

Procedimiento

Una vez concluido el tiempo de tratamiento con las distintas concentraciones de MOE, se
retird el medio y se cosecharon las células, se tom6 10 pL de la suspension celular y se colocd
en un vial que contenia solucién (1:1) de azul de tripano y se homogenizo. Se colocaron 10
pL de este homogenizado en una camara dual para conteo de células y se realizaron las
lecturas en el contador automatico de células TC10 (TC10 Cell Counter, Laboratorios Bio-

Rad, Singapur).

2.2.2 Medicion intracelular de ERO en células A549 por la exposicion a MOE de PM2s
Principio

La produccién de las especies reactivas de oxigeno (ERO) se determind por fluorometria
usando 2, 7" -diclorodihidrofluoresceina (DCHF-DA). La DCHF-DA es un compuesto no
fluorescente que ingresa dentro de las células, si estas células estan produciendo peroxido de

hidrogeno (H20-) intracelular después de la exposicion a productos que generan ERO,
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provocan la oxidacion de este compuesto, produciendo diclorohidroxifluresceina (DCHF),
que es un compuesto fluorescente. Por lo tanto, la intensidad de la fluorescencia producida
es proporcional a la cantidad de H2O. producido por las células (Halliwell y Gutteridge,
1984).

Procedimiento

Para la medicion de la generacion de ERO se sembraron 1.15 x 10* células en cada pozo de
placas de 96 pozos en un volumen 200 uL y se dejaron estabilizar por 24 horas. Previo al
tratamiento, el medio de cultivo se cambi6 por Ham’s F12 (sin rojo fenol) suplementado con
1% de SFB. Las células se trataron con 20, 40, 60 y 80 ug/mL de MOE. Como control
negativo se utiliz6 DMSO (reactivo en el que se resuspendié la MOE) y el control positivo
fue 500 uM de H20,. Se adicion6 4 uL/mL DCFH-D (1 mM) y se mantuvieron en total
obscuridad durante 1, 6, 12 y 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de cada tratamiento se

realizaron las lecturas de fluorescencia a 485 nm de excitacion y 510 nm de emision.

2.2.3 Evaluacién de los niveles de las enzimas del metabolismo de HAP: CYP1Aly
NQOL; y de las antioxidantes SOD2, HO-1 y y-GCS tras la exposicion a la MOE de
PMgzs en células A549

Principio

La induccion de las enzimas del metabolismo y antioxidantes por exposicion a MOE se
determind por la técnica de Western Blot. Esta técnica permite la identificacion de proteinas
especificas de una mezcla compleja de proteinas extraidas en un gel de electroforesis. Estas
proteinas se transfieren a una membrana absorbente, se incuban con caseina 0 ASB para
bloquear los sitios de unidn inespecificos. Posteriormente se lleva a cabo la reaccion
antigeno-anticuerpo, para el reconocimiento de la proteina de nuestro interés. Estos
anticuerpos son detectados al revelarse la membrana y el analisis densitométrico permite

cuantificar la cantidad de proteina presente (Kumagai et al., 1997).

Procedimiento
Se sembraron 3.6x10* células/ cm? en placas de 21cm? para la evaluacion de los niveles de

las proteinas. Despues de 24 h de cultivo, las células se trataron con 20 y 40 ug/mL de MOE
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durante 6 y 24 h, el control negativo fue el vehiculo (DMSQO). Los controles positivos de
induccién de enzimas fueron benzo[a]pireno (5 uM) para CYP1A1, +fenantrenoquinona (5
uM) para NQO1, HEMIN (0.1 uM) para HO-1, H202 (500uM) para SOD2 y y-GCS.
Transcurrido el tiempo de tratamiento se realizd la extraccion de la proteina total,
homogenizando con buffer de lisis Nonidet-P40 (150 mM NaCl, 1% NP40, 50 mM Tris-HCI,
pH 8.0) e inhibidores de proteasas COMPLETE, el homogenizado se centrifug6 a 13,000
rpm durante 15 min, se recolectd el sobrenadante con proteinas y se almacenaron a -70°C
hasta su analisis. Para la desnaturalizacion, se tomaron 50 g de proteina y se le afiadio 5l
de buffer de carga a 95° C durante 5 min. Las muestras se cargaron en geles al 12% de
poliacrilamida, los cuales se corrieron a un voltaje constante (100 V) durante 3 horas a
temperatura ambiente. Las proteinas resultantes del gel de electroforesis se transfirieron a
una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente activada con metanol (35
V). Se us6 un marcador de peso molecular BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder y la
tincion de rojo Ponseau S para verificar la correcta transferencia de las proteinas.
Posteriormente, la membrana se lavd con PBS, se bloqued con leche descremada al 5%
durante 1 h, se adiciond el Ab primario y se dejo toda la noche a 4° C. Posteriormente, la
membrana se lavd 3 veces con 15 mL de PBS Tween (0.1%) durante 5 minutos y se incubd
con el Ab secundario conjugado durante 1 h, a temperatura ambiente y agitacion constante.
Nuevamente, las membranas se lavaron 3 veces con 15 mL de PBS Tween (0.1%) y se
revelaron mediante un sistema de deteccién ECL (Enhanced chemiluminescence) acoplada
a peroxidasa de rabano. La identificacion de las proteinas blanco se hizo en relacion con el
marcador de peso molecular. Como control de carga de la inmunodeteccion se us6 GADPH.
Para obtener la densitometria, las placas fotograficas obtenidas se analizaron por medio del

software ImageJ 1 (Kumagai et al., 1997).

2.3 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando los paquetes estadisticos de Prisma 6 (GraphPad Prism
Software, Inc.) y Statistica ®. Se realizaron pruebas de normalidad y posteriormente la
prueba de varianza Kruskal Wallis (debido a que la distribucion de los datos no fue normal),
considerando un nivel de significancia estadistica de p<0.05. Ademas, se empleo la

correlacion de Spearman.
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3 RESULTADOS
3.1  Composicion quimica de PM2s

3.1.1 Concentracion de PM2s en noviembre-diciembre de 2017

La Figura 4 presenta las concentraciones de PM2s reportadas por la Red Automatica de
Monitoreo Ambiental (SIMAT, SMA, CDMX, 2018) durante el periodo de colecta de
noviembre-diciembre de 2017, en 5 dias de este periodo se excedid el limite maximo
permisible establecido para este contaminante criterio de 45 pg/m®* (NOM-025-SSA1, 2014).
Segun los datos reportados por la RAMA los dias que se observé mayor concentracion de
PM_ ;s fue el 24 y 25 de noviembre y el de menor concentracion fue el 13 de noviembre. Con
respecto a la distribucion de la MOE de PM2 s, se observo que la MOE obtenida en promedio
representa el 15.5% de PM..s. Esto coincide con lo reportado por Amador-Mufioz et al., 2011
y Martinez, 2018.

MOE PM2.5 % de MOE
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3.1.2 HAP identificados en la MOE de PM25s

Se cuantificaron los siguientes HAP por el método de dilucion isotdpica: naftaleno,
acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, 1-metilantraceno. 3,6-dimetilfenantreno,
fluoranteno, pireno, benzo[a]fluoreno, benzo[a]antraceno, trifenileno, ciclopenta[c,d]pireno,
criseno, 5-metilcriseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[j]fluoranteno,
benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, perileno, dibenzo[a,h]antraceno, dibenzo[a,c]antraceno,
indeno[1,2,3-cd]pireno y benzo[ghi]perileno. La Figura 5 presenta la contribucién individual
de los HAP identificados. Los compuestos que se identificaron en el presente estudio ya han
sido reportados por otros autores en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (Tabla
2).

Una vez obtenidas las concentraciones diarias de los HAP se procedio a realizar el
correspondiente andlisis estadistico no paramétrico (es un andlisis mas robusto debido a que
es menos sensible a valores atipicos, siendo esto muy comun en el analisis de muestras
ambientales), al comparar la concentracion de cada compuesto por semana de muestreo, el
analisis estadistico (Kuskal Wallis) indicO que estas concentraciones no presentaron
diferencias estadisticamente significativas durante todo el mes, excepto acenaftileno,
antraceno y 1-metilantraceno (Figura 6).

Esto nos permitié conocer que no es necesario realizar muestreo diario ya que las
concentraciones en 22 de los 25 HAP identificados en muy parecida en todas las semanas de
estudio. Se infiere que los HAP que presentaron concentraciones variables o heterogéneas en
el mes es porque son influenciadas por fuentes especificas; por ejemplo: acenaftileno y
antraceno se han asociado ademas de emisiones vehiculares a la combustion de madera
(MohseniBandpi et al., 2017).
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En la Figura 7 se observa que en PM2s, el HAP de mayor concentracién promedio en el mes
de estudio fue el benzo[ghi]perileno, seguido por el 7,12 dimetilbenzo[a]antraceno y el
benzo[a]pireno y la mas baja fue el dibenzo[a,clantraceno y dibenzo[a, h]antraceno),
mientras que el acenafteno, 2-metilantraceno, 4,5-metilfenantreno, 9-metilantraceno, 9,10-
dimetilantraceno, tripticeno y 7, 12-dimetilbenzo[a]antraceno no fueron detectados. En la
Figura 10 también se resalta con textura en las barras a los HAP que han sido clasificados
por la IARC como carcinogenos (Tabla 8); se observd que 8 de los 25 HAP identificados

entran en alguna de estas categorias (Livalova et al., 2014; Vera et al., 2017).
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Con respecto a la distribucion de los HAP en funcién de su nimero de anillos, se observo
que los HAP de 3 anillos presentan concentraciones menores a 200 pg/m*®y que estan
representados por 6 compuestos. Fenantreno fue el HAP de 3 anillos con més concentracion,
seguido del 1-metilantraceno, acenaftileno, antraceno, 3,6 dimetilfenantreno, también se

observo que el fluoreno fue el HAP de 3 anillos con menor concentracion (Figura 8).

Por otro lado, se identificaron 7 HAP de 4 anillos, los cuales presentaron concentraciones
menores a 650 pg/m?, con respecto a su concentracion se observo que el trifenileno fue el de
mayor concentracion, seguido del pireno, criseno, benzo[a]antraceno, fluoranteno,
benzo[a]fluoreno, siendo el 5-metilcriseno el HAP de 4 anillos con menor concentracion
(Figura 9).

Se identificaron 11 HAP de 5 anillos y algunos de los compuestos de este grupos presentaron
las concentraciones mas altas de todos los HAP identificados en PM2s, por ejemplo, el
benzo[ghi]perileno presenté concentraciones cercanas a 1200 pg/m?, seguido del
benzo[b]fluoranteno, ciclopenta[c,d]pireno, benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-
cd]pireno, benzol[j]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y perileno. También se observo que el
dibenzo[a,h]antraceno y el dibenzo[a,c]antraceno fueron los HAP de 5 anillos con menor

concentracion (Figura 10).
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3.1.3 Identificacion de fuentes por correlaciones con contaminantes criterio y tasas de
diagnostico de los HAP

3.1.3.1 Contaminantes criterio

Se consideraron contaminantes criterio primarios como monoxido de carbono (CO),
mondxido de nitrégeno (NO), didxido de azufre (SO2) y material particulado < a 2.5 um
(PM25). Los contaminantes criterios secundarios utilizados en este estudio fueron dioxido de
nitrdgeno (NOz), ozono (Os) y material particulado < a 2.5 pm (PM2s). La concentracion
promedio de cada contaminante criterio segun las bases de datos obtenidas de la RAMA de
la Ciudad de México (estacion de monitoreo Xalostoc) se presentan en la Tabla 7. Los valores
reportados se calcularon considerando Unicamente los dias y los horarios de muestreo.

Tabla 7. Promedio de la concentracién mensual de contaminantes criterio reportados

en Xalostoc por la RAMA y limites maximos establecidos en normas nacionales.

Este estudio NOM!
_ Tiempo Normas
Contaminante Oficiales
Promedio de Concentracion | Mexicanas
Exposicion
Monoxido de 0.0002 ppm 8 h 11 ppm | NOM-021-
Carbono (CO) SSAIL-1993
Dioxido de 0.0346 ppm 1lh 0.210 ppm | NOM-023-
Nitrogeno (NO-) SSA1-1993
5 5 0.0219 ppm 1h 0.095 ppm |\, oM-020-
zono (Os) 0.0074 ppm 8h 0.070 ppm | SSA1-2014
98.13 pg/m® 24 h 50 pg/m?
PMaq NOM-025-
PM
PMas 35.80 pg/m® 24 h 35 pg/m?3 | SSA1-2014
Dioxido de 0.0429 ppm 1h 0.110 ppm | NOM-022-
Azufre (SO2) SSA1-2010

NOM! Normas Oficiales Mexicanas, n.r. — no reportado, h: horas, ppm: partes por millén, pg/m3:
microgramos por metro cubico.
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En la Tabla 7 se observa que CO, NO2, Oz y SO presentaron valores por debajo de los limites
maximos permisibles establecidos por las normas oficiales mexicanas; solo el PM excede los
valores establecidos por las normas nacionales, se observé que la concentracion del PMao
duplica el valor establecido, esto es consistente con los reportes de la SEDEMA, ya que en
el segundo fin de semana del periodo de muestreo se declard contingencia ambiental por la
concentracion de PMioen el aire. Con respecto a el PM2 s se observa que la concentracion de

este contaminante esta en los limites de los valores establecidos.

3.1.3.1.1 Identificacion de las fuentes de emision por correlaciones con contaminantes
criterio

El anélisis de HAP presentes en la MOE, ademéas de ayudar a entender los posibles
mecanismos de toxicidad de la MOE, permite identificar las fuentes de emision, lo cual
proporciona informacion relevante para mejorar su regulacion. Las correlaciones de los HAP
con contaminantes criterio especificos permiten inferir fuentes de emision, estas inferencias
van a depender de la fuente de emisidn asociada al contaminante criterio y de la correlacién
significativa entre éste y el HAP de interés. Lo primero que se observé en el andlisis de
correlacion fue que hay una correlacién positiva entre CO y NO, por otro lado, y con respecto
al PM2 s se observd que presenta correlaciones positivas con la mayoria de los contaminates
criterio analizados, lo que indican que los contaminantes criterio y las particulas son

representativas de Xalostoc.

En la tabla 8 de observa que los HAP que mostraron correlaciones significativas con los
contaminantes provenientes de emisiones primarias (CO, NO y SOy) fueron: antraceno,
fluoranteno, 1-metilantraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[j]fluoranteno, benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, perileno, dibenzo[a,c]antraceno,
indeno[1,2,3-cd]pireno y benzo[ghi]perileno. Se ha reportado que los HAP que se
correlacionan principalmente con NO provienen de combustidn incompleta de diésel, los que
lo hacen con CO provienen de gasolina y los que lo hacen con SO, con actividades

industriales (Amador-Mufioz et al., 2013; Martinez-Dominguez, 2018).
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Tabla 8. Correlacion de Spearman entre HAP y contaminantes criterio, valores en

rojo indican correlacion estadisticamente significativa p <0.05.

Compuestos CcoO NO NO2 | NOx Oz | PM2s| SO2
CcoO 1,000 o487| 0,76/ 069| -0,11| 080| 0,64
NO 087} 1004 o062 062 -035| 064| 0,67
NO: 0,76| 062} 100 0,74 -019| 0,88| 0,52
NOx 069 062 074{ 100 -0,17| 0,552 0,40
Os -0,11| -0,35| -0,19| -0,17| 1,00 -0,30| -0,24
PM2.5 0,80| 064| 088 052 -030f 1,00 0,60
SO2 064| 067| 052 040| -024| 0,60| 1,00
Naftaleno 0,19| 0,23| 0,20f 0,22 0,23 0,08 0,38
Acenaftileno 0,24| 0,15| -0,09| -0,21( 0,11| 0,09| 0,02
Fluoreno -0,17| -0,06| -0,27| -0,26| -0,18| -0,09| 0,31
Fenantreno 0,40, 047| 0,06| 023 0,07 -001| 0,46
Antraceno 0,16| 0,28| -0,22 0,01| -0,07| -0,08 0,52
1-Metilantraceno 0,65| 0,52 0,61 054| 0,12| 0,48 0,14
3,6-Dimetilfenantreno 0,33 0,34 0,02 0,12 0,17 0,05 0,12
Fluoranteno 058| 059 0,28 038 014| 0,22 051
Pireno 0,28 031 -0,06f 0,17 0,19| -0,12| 0,25
Benzo[a]fluoreno 03| 043| 031 039 -0,02f 0,22 0,03
Benzo[a]antraceno 0,30 0,48| -0,14 0,16 0,08| -0,14 0,33
Trifenileno 0,41, 038 035 017 -0,01| 042 0,20
Ciclopenta[c,d]pireno 0,18 0,36| -0,14 0,18 0,14| -0,20 0,21
Criseno 041 041 033 021| -0,04| 036| 0,24
5-Metilcriseno 0,36| 044( -010| 0,14| 0,27| -0,11| 0,24
Benzo[b]fluoranteno 0,57 0,70 0,42 0,38| -0,46| 0,39 0,38
Benzo[k]fluoranteno 0,61 0,59 0,50 0,38| -0,16| 0,46 0,25
Benzo[j]fluoranteno 0558 081 032 042, -0,28| 0,27| 0,60
Benzo[e]pireno 062| 0,76| 031 041, -0,29| 0,30| 0,42
Benzo[a]pireno 0,42| 058| 00| 0,23 -0,02f 0,08 0,32
Perileno 0,48| 061| 024 0,29 -0,13| 0,13| 0,38
Dibenzo[a,h]antraceno 0,24| 026| 028 0,02 -0,01| 0,24| 0,03
Dibenzo[a,c]antraceno 047| 050 037 0,24, -001| 033| 0,16
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,64| 0,74| 038 038| -018| 0,36| 0,38
Benzo[ghi]perileno 049| 056| 030 037, 0,04 022| 0,14

Letras en rojo: indican correlaciones positivas y estadisticamente significativas; Recuadro gris: no correlacion
estadisticamente significativa.
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Las correlaciones indican que fluoranteno, 1-metilantraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno,  benzo[j]fluoranteno,  benzo[e]pireno,  dibenzo[a,c]antraceno,
indeno[1,2,3-cd]pireno y benzo[ghi]perileno, provienen de combustion incompleta de
gasolina, mientras que fluoranteno, 1 metilantraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[j]fluoranteno, benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, perileno,
dibenzo[a,c]antraceno, indeno[1,2,3-cd]pireno y benzo[ghi]perileno podrian provenir de
combustion incompleta de diésel; solamente 1 metilantraceno y benzo[j]fluoranteno podrian
ser emitidos por actividades industriales debido a la correlacion de estos compuestos con SO2
(Tabla 8).

También se observd que el naftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, 3,6-
dimetilfenantreno,  pireno,  benzo[a]fluoranteno,  benzo[a]antraceno, trifenileno,
ciclopenta[c,d]pireno, criseno y 5-metilantraceno no mostraron correlacion con ninguno de
los contaminantes criterio lo cual indica que las fuentes de emision de PM2 s colectadas en
Cinvestav-Zacatenco tienen una distribucion limitada. Por otro lado, no hay correlacion de
O3z con ninguno de los HAP identificados esto ayuda inferir que su origen pudiera ser
diferente. Solamente el 1 metilantraceno y benzo[j]fluoranteno podrian estar dando lugar a
la formacion de nitro-HAP y oxi HAP por su correlacién con NO2 y NOx (Albinet et al.,
2008; Bandowe et al., 2014a; Eiguren-Fernandez et al., 2008; Wang et al., 2011).

3.1.3.2 ldentificacion de fuentes de emision mediante el andlisis de las tasas de
diagndstico de los HAP

Otro método de identificacion de fuentes son las tasas de diagnostico entre los HAP, de
acuerdo con los valores calculados en este estudio y los ponderados previamente por otros
autores, se infiere que los HAP provienen de fuentes de emisidn pirogénica, esto se considera
de acuerdo a que los valores de ambas tasas (XBPM/ XAPM y Ant/(Ant+Fen) caen dentro
del valor ponderado por 2 autores (Zhang et al., 2008; Pies et al., 2008) (Tabla 9).

Los valores obtenidos en la tasa FIt/(FIt+Pir) permitio inferir que la presencia de estos HAP
en el aire se podria deber a la combustion incompleta de combustibles fosiles (De La Torre-

Roche et al., 2009), la tasa BaP/BghiP indicd que se podria deber a emisiones vehiculares

48



(Park et al., 2002), mientras que la de FIt/Pir los asocio a emisiones de combustibles fosiles
(Neilson, 1998).
Tabla 9. Tasas de diagnostico entre HAP

Valores obtenidos en este

Relacion binaria estudlio Fuente de Referencia
Mediana Promedio +DE emision
¥BPH/ ZAPH 0.40 0.42 0.06 <1 Pirogénico Zhang et al., (2008)
>1 Petrogénico
1123cdP/(1123cdP 0.18 Gasolina Ravindra et al.,
+ BghiP) (2008)
0.40 0.40 0.02 | 0.37-0.70 | Diesel s Ei Al
(2001)
Fno/(Fno+Pir) 0.59 0.52 0.08 >0.5 Diesel Ravindra et al.,
(2008)
<05 Gasolina
Ant/(Ant+Fen) >0.1 Petrogénico Pies et al., (2008)
0.16 0.17 0.03 <0.1 Pirogénico
FIt/(FIt+Pir) <0.4 Petrogénico De La Torre-Roche
et al., (2009)
0.40 0.40 0.03 0.4-0.5 | Combustible
fosil
>0.5 Combustion
de madera
BaP/(BaP+Cris) 0.55 0.56 0.06 0.5 Diesel Guo et al., (2003)
BbF/BkF 0.73 Gasolina Ravindra et al.,
(2008)
1.81 1.95 0.35 <0.5 Diesel Park et al., (2002)
BaP/BghiP 0.67 0.67 0.08 0.5-0.6 | Emisiones de Park et al., (2002)
trafico
1123cdP/BghiP 0.65 0.66 0.08 <04 Gasolina Caricchia et al.,
(1999)
FIt/Pir 0.65 0.67 0.10 0.6 Emisiones Neilson, (1998)
vehiculares

YBPM — Suma de HAP de bajo peso molecular (<228 gmol-1), XAPM - Suma de HAP de alto peso
molecular (>228 gmol-1) , 1123cdP — Indeno[1,2,3-cd]pireno, BghiP — Benzo[ghi]perileno, Fno — Fluoreno
, Pir — Pireno, Ant — Antraceno, Fen — Fenantreno, BaP — Benzo[a]pireno, Cris — Criseno, BbF —
Benzo[b]fluoranteno, BkF — Benzo[K]fluoranteno, FIt — Fluoranteno.
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Por otro lado, los valores calculados en 4 de las tasas (1123cdP/(1123cdP + BghiP),
Fno/(Fno+Pir), BaP/(BaP+Cris) y BbF/BkF) ayuda a infirir que los HAP podrian tener
como fuente de emisién la combustién inclompleta de diésel, es muy probable que esta sea
una fuente de emision porgue los valores se obtuvieron con HAP diferentes. Finalmente, solo
1 de los valores calculados cayeron en los valores ponderados que asocia la presencia de
estos HAP a la combustion incompleta de gasolina (1123cdP/BghiP).

Esto ejemplifica como el uso de tasas de diagnostico de los HAP pueden proporcionar
informacion que ayuda a identificar fuentes especificas de emision de HAP, aunque también
se considera que para una mayor certidumbre en las inferencias se complemente con otros

métodos de identificacién de fuentes.

La identificacion y cuantificacion de los HAP realizado en este estudio, ademas de corroborar
la presencia de estos compuestos en la MOE de PMz2 s, nos permitié estimar la concentracion
exacta de estos compuestos en los ensayos bioldgicos. Esto es de relevancia debido a los
efectos que se han adjudicado a la MOE de PM2s. Longhin y colaboradores (2013) sugirio
que la fraccion organica de PM desencadena efectos toxicos en las células que entran en
contacto de forma directa con los diferentes compuestos quimicos presentes en su superficie,
lo cual es consistente con otros datos reportados en la literatura (Billet et al., 2007; Chakra
et al., 2007). Otros autores indican que el alto contenido de HAP absorbidos en el PM podria
asociarse con efectos como; genotoxicidad, estrés oxidativo, disfunciones mitocondriales y
del citoesqueleto, afectar el ciclo celular e inducir la formacion de ERO (Binkova et al., 2003;
Longhin et al., 2013; Sevastianova et al., 2007). Por lo tanto, la determinacién de los HAP
es una parte muy importante en este tipo de estudios, ya que permite delimitar los marcadores

celulares a evaluar.
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3.2  Efecto de la exposicion de la MOE en células A549

3.2.1 Determinacion de la concentracion de la MOE en los ensayos bioldgicos

En un adulto sano, el volumen de inspiracion y la frecuencia respiratoria se calculan teniendo
en cuenta el peso corporal y la edad (Ambrosino et al., 1995; Connors et al., 1996), en este
caso se considerd a un individuo adulto con un peso de 70 kg, por tanto, el volumen
inspiratorio es de 400 mL y la frecuencia respiratoria reportado en individuos con estas
caracteristicas es de 17.5 respiraciones por minuto (Bernabe, 2017). Utilizando la ecuacion

4 y considerando una exposicion extramuros de 8 horas, se tiene que:

VA [m3]=[VI] [FR] [t] Ecuacion (4)
Dénde:

VA: volumen de aire (m°) VI: volumen inspiratorio (mL)

FR: frecuencia respiratoria (resp/min) t: tiempo (min)

Sustituyendo valores en ecuacion 4:
VA =[400 mL] [17.5 rp/min] [8 h] [60min / 1h] [m3 / 1x10° mL]
VA=336m3

Considerando que la concentracion promedio de PMas en el periodo de muestreo segun los
datos reportados por la RAMA y la REDMA fue de 26 pg/m?, utilizando la ecuacion 5y
considerando que la MOE representan el 33% de la masa de PM2s segun estudios previos

(Tabla 2) se tiene que:
MOE [pg/dia] = [VA] [PM2.5¢] [% de COx] Ecuacion (5)
Donde:

MOE: materia organica extraida (ug/mq) PM2.5e: PM_ s estimado (pug/m?®)

VA: volumen de aire (m°) % de COe: % estimado de compuestos
organicos (%)
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Sustituyendo valores en ecuacion 5:
MOE [pg/dia] = [3.36 m® ] [26 png/m’] [.33]

MOE inhalada en 8 h = 29.17 pg/m?
MOE inhalada en 24 h = 86.48 pg/m?

Al finalizar la cuantificacion de MOE se observé que en Zacatenco en el periodo de muestreo
la MOE representa el 15.5% de la masa de PM2s. Por lo tanto, ajustando el % de MOE
obtenida y realizando los céalculos correspondientes, se tiene un estimado de que la MOE
inhalada por la poblacién en esta zona durante un periodo de 8 horas es de 13.7 pg/m3y en
24 horas es de 40 pug/m?®. En funcion de ésto se decidié que la dosis mas baja a utilizar en los

ensayos fuera de 20 pg/mL y la mas alta de 80 pg/mL.

3.2.2 Identificacion y cuantificacion de los HAP en la MOE utilizada en los ensayos
biol6gicos

Se identificaron 25 HAP de 32 HAP analizados, pero solo se lograron cuantificar 14 HAP en
la MOE debido a que solo se contaba en ese momento con las diluciones de las 14 curvas
elaboradas con estandares de HAP especificos. Se evalu el efecto del proceso de secado y
el cambio de disolvente sobre las concentraciones de la MOE. La Figura 11 ilustra que ni el
proceso de secado, ni el cambio de disolvente afectan la concentracion de HAP y que los
HAP identificados en PM2s se mantienen y no hay pérdida de ésto en la MOE utilizada en

los ensayos biolégicos.

Ademas, considerando que la cuantificacion de MOE en PM25 indicé que los compuestos
organicos solo representan el 15.5% de PM.s y realizando el ajuste correspondiente en
funcion de la concentracion total de los HAP por dia se obtuvo que los HAP representan solo
el 0.1% de la MOE y como se sospecha que estos compuestos podrian estar generando efectos
adversos en los tejidos donde se deposita PM2s se llevaron a cabo ensayos de toxicidad in
vitro para evaluar la citotoxicidad en células de epitelio, debido a que este tejido representa

al primer drgano blanco de estas particulas.

52



S

ng/mL

[e)]

(o]

OLHJ H"“"n"“nﬂ"

B MOEENDCM  mMOESECAENDCM  m MOE SECA EN DMSO

Naftaleno
Acenaftileno

Fluoreno

Fenantreno
Fluoranteno

Pireno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Benzo[ghi]perileno

Figura 11. Promedio de HAP identificados en la MOE de PM2 s en nov-dic de 2017,
Cinvestav, Zacatenco.

3.2.3 Efecto de la exposicion de la MOE en la viabilidad de las células A549

Se realizd la evaluacion de la citotoxicidad en células A549 a las 6, 12 y 24 h por la
exposicién a 20, 40, 60 y 80 pg/mL de MOE, los resultados obtenidos indican que la actividad
metabdlica de la mitocondria de las células epiteliales alveolares no se altera por las
exposiciones dosis-tiempo de MOE (Figura 12), lo cual ya habia sido reportado por otros
autores (Tabla 12). También se evaluo la integridad de la membrana con el ensayo azul de
tripano (Figura 13), con este ensayo se observd que las dosis empleadas tampoco
comprometen la integridad de la membrana de las células apoyando los resultados obtenidos

con el ensayo de MTS.
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Figura 12. Efecto de la exposicion a MOE de PMz; en la viabilidad de las células A549 utilizando
el ensayo de MTS. Células A549 tratadas con 20, 40, 60 y 80 pug de MOE por 6, 12 y 24 h. Los
datos representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes por triplicado.
No hay diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (p=0.999), Kruskal-

Wallis.
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Figura 13. Efecto de la exposicion ala MOE de PM.sen la viabilidad de las células A549, mediante
el ensayo de azul de tripano. Células A549 expuestas a 20 y 40 pg/mL de MOE por 6y 24 h. Los
datos representan la media + desviacién estandar de 3 experimentos independientes por triplicado.
No hay diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (p=0.293 a las 6h y
p=0.999 a las 24h), Kruskal- Wallis.
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3.2.4 Formacién intracelular de ERO por la exposicion a la MOE de PMzs

Debido a que los componentes organicos de PM. s pueden inducir la produccién intracelular
de radicales libres a través del metabolismo, una vez formados estos radicales pueden llegar
a oxidar a las células del pulmon, el cual es considerado como la principal causa de lesiones
en este tejido por la exposicion a PM (Donaldson y Beswich, 1996, Kelly, 2003). Ademas,
la acumulacién excesiva de ERO generadas por los HAP disminuye los niveles de proteinas
de unién, lo que resulta en una mayor interrupcion de la barrera en el epitelio pulmonar y
desencadena procesos inflamatorios (Oh et al., 2011). Por lo anterior se evallo la capacidad

de la MOE para inducir la formacion de ERO (principalmente H20>).

La exposicion a MOE fue capaz de incrementar significativamente la fluorescencia de la
DCF (Figura 14), esto indica que hay una oxidacién de esta molécula a causa de las ERO
intracelulares (H203), este incremento se observo desde la primera hora post-exposicion y se
mantuvo a las 6 y 12 h. La intensidad de la fluorescencia de la DCF a las 24 h fue mas
moderada que la observada en los tiempos anteriores, sin embargo, este incremento también

fue significativo (p = 0.001).

200+
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Figura 14. Formacion de especies reactivas de oxigeno por la MOE de PM,sen A549. Ensayo de
DCHF-DA. Células A549 expuestas con 20, 40, 60 y 80ug de MOE por 1, 6, 12 y 24 h. Los datos
representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes. La linea punteada
indica los valores normalizados del control. (*) denota diferencia estadisticamente significativa
con respecto al control (p=0.001) utilizando una prueba de Kruskal- Wallis.
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3.2.5 Induccion de las enzimas del metabolismo de los HAP: CYP1Aly NQOL1; de las
enzimas antioxidantes SOD-2, HO-1y y-GCS tras la exposicion a la MOE de PMzs en
células A549

3.2.5.1 Induccion de las enzimas del metabolismo de los HAP: CYP1Aly NQO1

La hipotesis de este estudio fue que la MOE tiene compuestos con una alta capacidad de
inducir al CYP1A1 como son los HAP. En este estudio se identificaron 25 HAP, algunos de
los cuales se sabe que tienen la capacidad de activar el metabolismo de las células e incluso
generan especies reactivas de oxigeno durante el proceso de destoxificacion (Abbas et
al.,2008; Hiura et al., 2000; Li et al., 2002). Por ello, se decidid evaluar las proteinas del
metabolismo de fase | y de fase Il (CYP1A1y NQO1) a concentraciones subtoxicas a 6 y 24

h, a través de la medicion de la cantidad de proteinas por immunodeteccion.

Se utilizaron 40 pg de proteinas de cada uno de los tratamientos para realizar la
inmunodeteccion de CYP1AL. En la figura 15 inciso (a) se observa una inmunodeteccion
representativa de CYP1A1 a las 6 h post-exposicién mientras que en el inciso (b) se presenta
el andlisis densitométrico correspondiente. Mientras que en el inciso (c) y (d) estan

representados de igual forma los resultados obtenidos por la exposicion a 24 h.

La inmunodeteccion logré determinar la presencia de CYP1AL en el grupo control, pero en
los tratamientos con MOE (20 y 40 pug/mL) se observd un incremento significativo de esta
proteina con respecto al control (p=0.0464). Por otro lado, a las 24 h post-exposicion se
observd un decremento significativo de esta proteina con respecto al control (p=0.0036)

(Figura 15 inciso c y d).

La inmunodeteccion también logré determinar la presencia de NQO1 en el grupo control a
las 6 h post-exposicion, pero en los tratamientos con MOE (20 y 40 pug/mL) no se observo
un incremento significativo de esta proteina con respecto al control (p=0.8180). Este
comportamiento se repitié a las 24 horas ya que en este tiempo de exposicién tampoco se
observo un incremento significativo de esta proteina con respecto al control (p=0.7107)
(Figura 16).

56



a)

CYP1Al = == ammm—

GADPH oy emme esmp

b)

= 6h «

& 300

0

g *

g 200+

5

2

5 100

7]

L

o

a TR g
MOE (ng/mL)

C)
CYP1A1 - . pon
GADPH A Kk ]
d)
< 125 24h
o
5 100
3
© 75+ *
2
g 504 *
‘C
5 254
@
&
w ° o M
o~ <
MOE (ng/mL)

Figura 15. Efecto de la MOE sobre la expresion relativa de CY1AL en células A549. a) y b)
Western Blot representativo y cuantificacién densitométrica de la expresion relativa de CYP1Al a
las 6h; c) y d) Western Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa
de CYP1AL a las 24h. Los datos representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control utilizando una

prueba de Kruskal- Wallis.
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Figura 16. Efecto de la MOE sobre la expresion relativa de NQO1 en células A549. a) y b) Western
Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de NQOL1 a las 6h; c)
y d) Western Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de NQO1
a las 24h. Los datos representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control utilizando una prueba de

Kruskal- Wallis.
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3.2.5.2 Induccidn de las enzimas antioxidantes SOD-2, HO-1y y-GCS

La actividad de CYP1AL1 en el sistema respiratorio lleva a cabo la biotransformacién de los
HAP a través de reacciones de oxidacion para originar compuestos mas hidrosolubles que se
puedan eliminar del organismo, sin embargo, como parte de este proceso se lleva a cabo la
formacion de ERO (Garcia 2008; Lomguin et al., 2013; Min et al., 2011; Shenberger et al.,
2002).

Los resultados indicaron que la MOE fue capaz de incrementar significativamente la
fluorescencia de la DCF indicando la presencia de radicales intracelulares y cuyo incremento
en la cantidad puede desencadenar dafio oxidante en diferentes biomoléculas incluyendo
peroxidacién de lipidos, disfuncién de proteinas, dafio al DNA y muerte celular, generando
enfermedades respiratorias, cardiovasculares o cancer (Risom et al., 2005). Es por ello, que
se decidi6 evaluar la cantidad de proteina de algunas enzimas de defensa antioxidante que
controlan las cantidades de ERO en las células (SOD2, HO-1 y y-GCS).

La figura 17 (a) ilustra la inmunodeteccion representativa de SOD-2 a las 6 horas post-
exposicién, mientras que el inciso (b) presenta el analisis densitométrico correspondiente. La
exposicion a 20 y 40 pg/mL de MOE indujeron a esta proteina, aunque la dispersion de los
datos evitd que esto tuviera significancia estadistica cor respecto al control (p=0.1357); no
observandose variacién en su concentracién a las 24 h (p=0.7107) (Figura 17 c y d). Este
mismo comportamiento se observé con HO-1 pero nuevamente la dispersion de los datos a
las 6 h de exposicidn evitd que este incremento tuviera significancia estadistica con respecto
al control (p=0.8180). A las 24 h post-exposicion se observo que la expresion relativa de HO-

len los tratamientos es igual a la del control (p=0.7107) (Figura 18).

Con respecto a la y-GCS se observo la misma cantidad de proteina tanto en el grupo control
como en los tratados a las 6 h post-exposicion (p=0.7107), sin embargo, a las 24 h post-
exposicion se observo que los tratamientos con 20 y 40 pug/mL de MOE inducen un

incremento significativo de esta proteina con respecto al control (p=0.0071) (Figura 19).
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Figura 17. Efecto de la MOE sobre la expresion relativa de SOD-2 en células A549. a) y b) Western
Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de SOD-2 a las 6h; c)
y d) Western Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de SOD-
2 a las 24h. Los datos representan la media + desviacion estdndar de 3 experimentos
independientes. *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control utilizando una
prueba de Kruskal- Wallis.
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Figura 18. Efecto de la MOE sobre la expresion relativa de HO-1 en células A549. a) y b) Western
Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de HO-1 a las 6h; ¢) y
d) Western Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de HO-1 a
las 24h. Los datos representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control utilizando una prueba de
Kruskal- Wallis.
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Figura 19. Efecto de la MOE sobre la expresion relativa de y-GCS en células A549. a) y b) Western
Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de y-GCS a las 6h; c)
y d) Western Blot representativo y cuantificacion densitométrica de la expresion relativa de y-GCS
a las 24h. Los datos representan la media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control utilizando una prueba de
Kruskal- Wallis.

Se determino que la MOE de PM2 5 no tiene la capacidad de afectar la viabiliadad celular de
las células de epitelio alveolar (A549). También se observo que todas las concentraciones
evaluadas son capaces de inducir la formacion de ERO en todos los tiempos; asi como la
actividad de CYP1A1 ayudando a inferir que se esté llevando a cabo la biotransformacion de
los HAP através de reacciones de oxidacion para originar compuestos mas hidrosolubles que
se puedan eliminar del organismo, estimulando concomitantemente la formacién de ERO y
favoreciendo la activacion del sistema antioxidante en la célula. Esto también de demostro
debido al incremento a las 24h de la y-GCS. Por lo tanto, la exposicion a MOE extraida de
PM.5 tiene la capacidad de alterar marcadores celulares como la generacion de especies
reactivas de oxigeno y la induccion de las enzimas del metabolismo y antioxidantes.
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4 DISCUSION
4.1 Composicion quimica de PMa.s

Las concentraciones de PM2 s solo rebasaron 5 dias el limite maximo permisible establecido
de 45 pg/m® (NOM-025-SSA1-2014), sin embargo, si se consideran los limites méaximos
permisibles establecidos por la EPA (Tabla 10) para la proteccion de la salud, se rebasé en
mas del 50% de los dias del periodo de muestreo. Se ha observado que un incremento de 10
ug/m® de PM2s aumenta entre 4 y 8% el riesgo de mortalidad por cancer de pulmon y
enfermedades cardiopulmonares (Valavanidis et al., 2007). Por lo anterior, se puede sugerir
que los niveles constantes de PM. en la Ciudad de México son perjudiciales a la salud de la
poblacion.

Tabla 10. Limites maximos establecidos para PM:sen normas nacionales e internacionales

Contaminante Tiempo 1 , | Norma Oficial Mexicana
de exposicion SR Ol (s (NOM-025-SSA1-2014)

24 horas 25 pg/m?d 45 pg/m? 45 pg/m?®

PMz2s .
Promedio anual 10 pg/m?d 12 pg/md 12 pg/md

Por otro lado, la extraccion de MOE de PM: 5 llevada a cabo en este trabajo, fue de 15.5 %,
valor similar a lo reportado por Amador-Mufioz y colaboradores (2011), donde encontraron
que en la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) la MOE represento del 12.8 al
43% de las PM_ s, y similares resultados fueron hallados en MOE de PM2 s colectadas en el
centro de la ZMVM donde la MOE represento el 15.2% (Valle-Hernandez et al., 2010).
Aunque se observan variaciones que podrian deberse a factores como la estacion del afio, la
region, las fuentes de emision y las interacciones entre sus componentes organicos e
inorganicos (Yi-Yang et al., 2017), el rango de MOE en PM2s obtenido en este trabajo es

representativo de lo reportado en la literatura.

Las concentraciones més altas de HAP se observaron en aquellos que tienen una masa
molecular mayor a 228 g mol™ y las concentraciones menores en aquellos que tienen un peso
molecular inferior a 228 g mol™, debido a sus propiedades fisicoquimicas, principalmente
por la presion de vapor (indica el potencial del HAP para volatilizarse), los HAP menores a

228 tienen una presion de vapor que va de 11 a 0.13 Pa (Tabla 3) y esto hace que pasen a
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fase gaseosa con facilidad, mientras que los de alto peso molecular tienen una presién de
vapor que va de 0.01 a 0.002 Pa, por tanto, van a permanecer principalmente en fase

particulada y son los que se observan con mayor concentracion en CINVESTAV, Zacatenco.

También se observé que 8 de los 25 HAP identificados han sido clasificados por la IARC
como carcinogénicos para humanos (Tabla 11). Esto se debe a que los metabolitos de algunos
HAP tienen una alta capacidad de unirse al ADN, por lo que estos compuestos han recibido
especial atencién por sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas (Vera et al., 2017).
Livalova y colaboradores (2014) indicaron que los HAP con 5 0 mas anillos bencénicos son
lo que més contribuyen con la toxicidad y genotoxicidad, esto es de preocupacion ya que son
los compuestos que presentan mayor concentracion en la zona de estudio. Ademas, estos
resultados apoyan descripciones previas donde se sugiere que las particulas con menor

didmetro contienen altos porcentajes de HAP carcinogénicos (Hassanvand et al., 2015).

Tabla 11. Clasificacion del potencial carcinogénico de los HAP por la IARC 2010.

HAP Grupo HAP Grupo
Naftaleno 3 Benzo[a]antraceno 2B
Acenaftileno 3 Criseno 3
Acenafteno 3 Benzo[b]fluoranteno 2B
Fluoreno 3 Benzo[k]fluoranteno 2B
Fenantreno 3 Benzo[a]pireno 1
Antraceno 3 Benzo[ghi]perileno 3
Fluoranteno 3 Indeno[1,2,3-cd]pireno 2B
Pireno 3 Dibenzo[a,h]antraceno 28

Grupo 1: Carcinogénico en humanos; Grupo 2A: Probable carcinogénico en humanos; Grupo 2B: Posible

carcinogéenico en humanos; Grupo 3: No carcinogénico en humanos.

Serealizo la representacion grafica de los HAP por nimero de anillos ya que se ha establecido
que una propiedad fisicoquimica que podria explicar las concentraciones de HAP es el
namero de anillos, los HAP de dos y tres anillos se encuentran preferentemente en la fase
gaseosa y esto explicaria por qué se observaron concentraciones menores a 250 pg/m?, de

igual forma se ha observado que los HAP con tres y cuatro anillos estan entre la fase gaseosa
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y la fase particulada, y para este estudio presentaron concentraciones intermedias, las cuales
fueron menores a 650 pg/m?; finalmente los HAP de cinco anillos 0 mas estan unidos a las
particulas, los cuales se observaron con concentraciones de hasta 1100 pg/m® (Figura 8, 9,
10) (Sogri, 2007; Abbas et al., 2018). En este trabajo, ademas de cuantificar a los HAP
contenidos en las PM2s colectadas, se llevo a cabo su identificacion, con la intencion de
identificar las fuentes de emision, y posteriormente evaluar los posibles efectos toxicos en

un modelo in vitro.

4.2 Identificacion de fuentes de emision de los HAP

Las correlaciones con contaminantes criterio indican que los HAP son contaminantes
atmosféricos relacionado con la combustién primaria (Wittkop et al., 2011). Esto se ve
favorecido por las condiciones meteorologicas, estudios previos han indicado que en la época
de secas frias (noviembre-enero) se incrementa la concentracion de los contaminantes
primarios emitidos por fuentes de combustion debido al fenémeno de inversion térmica, que
es un estado donde el gradiente térmico habitual de la troposfera esta invertido y en donde la
temperatura aumenta con la altura, esto hace que el volumen de la capa de mezcla que
contiene a los contaminantes atmosféricos se vea reducida y que exista poca dispersion
debido a que en estas condiciones los movimientos verticales son reducidos y los
movimientos turbulentos casi inexistentes (Amador-Mufioz et al. 2011; Palacio et al., 2016;
Frenegal et al., 2009; MohseniBandpi et al., 2017).

Se ha reportado que las correlaciones de HAP con contaminantes primarios especificos
también puede ayudar a identificar posibles fuentes de emision. Los HAP que se
correlacionan principalmente con NO provienen de combustidn incompleta de diésel, los que
lo hacen con CO provienen de gasolina y los que lo hacen con SO, con actividades
industriales (Amador-Mufioz et al., 2010, 2011, 2013; Martinez-Dominguez, 2018). Por lo
tanto, de las correlaciones calculadas de HAP obtenidas en este trabajo con los contaminantes
criterio se puede inferir que 8 HAP muy probablemente se estén emitiendo de combustion
incompleta de diésel, 11 de gasolina y solamente antraceno, fluoranteno vy
benzo[j]fluoranteno de emisiones industriales (Tabla 8) (Amador-Mufioz et al., 2010, 2011,
2013; Martinez-Dominguez, 2018).
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Asimismo, no se observé una correlacion de PM2s con 12 HAP lo que sugiere que el PM
tiene una distribucién mas limitada, y como los HAP identificados son de PM que estan a 5
Km de distancia del sitio donde se colecto el PM:s, esta distancia podria ser un factor que
limite la correlacion de los mismos, aunque la correlacion de los HAP con contaminantes
primarios en fase gas, nos indica que estos contaminantes criterio tienen una distribucion mas
amplia que el PM, aspecto que ya habia sido reportado por otros autores (Amador-Mufioz et
al., 2011; Martinez-Dominguez, 2018).

Otro metodo de identificacion de fuentes son las tasas de diagndstico de HAP, que es utilizar
el perfil y la relacion entre los isdmeros de HAP y que se utiliza para determinar la
contribucion de las diferentes fuentes de emision (Tabla 5) (Ravindra et al., 2008). De
acuerdo a los valores obtenidos en este trabajo, las tasas de ZBPM/ ZAPM y Ant/(Ant+Fen)
(Tabla 9) y se infiere que los HAP provienen de procesos pirogénicos. Por otro lado, los
valores obtenidos en la tasa de FlIt/(Flt+Pir) permiten deducir que la presencia de estos HAP
en el aire se podria deber a la combustion incompleta de combustibles fosiles, ademas la tasa

BaP/BghiP y FIt/Pir indicaron que muy probablemente se asocien a emisiones vehiculares.

Por otro lado, los valores calculados en las tasas de 1123cdP/(1123cdP + BghiP),
Fno/(Fno+Pir), BaP/(BaP+Cris) y BbF/BkF permite a inferir que los HAP podrian tener
como fuente de emisién la combustion incompleta de diésel, ya que los valores se obtuvieron
con HAP que son diferentes. Finalmente, solo 1 de los valores calculados se encuentran en
los valores ponderados que asocia la presencia de estos HAP a la combustion incompleta de
gasolina (1123cdP/BghiP).

La inestabilidad de algunos HAP ha hecho que se cuestione el uso de estas tasas (Galarneau
2008; Katsoyiannis et al. 2007; Zhang et al. 2005), sin embargo, no deja de ser una
herramienta que puede ser de utilidad si se complementa con otros métodos de identificacion
de fuentes. En este trabajo tanto la correlacion de HAP con CO y NO, asi como el valor de
la tasa correspondiente dan sustento a que la presencia de estos compuestos provenien de
emisiones primarias. Por otro lado, usando la correlacion con ciertos contaminantes criterio

se llego a la conclusion de que las emisiones fueron por combustion incompleta de diesél, lo
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cual es también apoyado por el resultado obtenido en las tasas de diagndstico; es interesante
que aun cuando se ha reportado que las emisiones de gasolina estdn constituidas
principalmente de PM2 s debido a que en su proceso de combustion no se alcanzan las altas
temperaturas como en la combustion de diésel (Gillies y Alan, 2000) 4 de las tasas de
diagndstico obtenidas permitan inferir que los HAP tienen esta fuente de emision, esto indica
que hay un alto el uso de este combustible en la zona norte, lo que coincide con los anélisis

de tipo de transportes utilizados en esta region (SMA-GDF, 2018).

Si consideramos que los HAP generalmente se encuentran como mezclas complejas en el
aire (Domingo y Nadal 2015), es un reto analitico contar con métodos de muestreo y analisis
confiables que permitan realizar su especiacion quimica de una manera rapida, eficiente,
poco contaminante por los residuos generados, altamente sensible y sin interferencias (EImes
y Gasparon, 2017), por lo tanto la metodologia empleada en este trabajo también contribuye
a que los resultados obtenidos utilizando celdas de extraccion a microescala asistidas por
ultrasonido con reflujo (CEMAUF) y la respectiva cuantificacién por medio de un CG-EM
utilizando curvas de calibracion o dilucion isotopica sean robustos y confiables ya que

cumplen con estos requerimientos.

4.3 Efecto de la exposicién a MOE en la viabilidad de las células A549

Los resultados obtenidos de la viabilidad evaluada por la exposicidon de células de epitelio
alveolar humano A549 expuestas a la MOE de PM2.5 muestran que no se compromete ni la
actividad de la mitocondria, ni la permeabilidad de la membrana en las células, lo que
coincide con lo reportado por otros autores (Tabla 12). Sin embargo, MohsaniBandpi y
colaboradores (2017) sugieren un efecto citotoxico por la exposicion a MOE, en este trabajo
se utilizaron concentraciones similares, pero, el nimero de células fue mucho menor (1x10*
células/mL) que en el presente estudio (3.8x10* células /mL). Considerando la naturaleza de
estas células, donde el contacto célula-célula es determinante para su desarrollo y
proliferacion, los resultados de MohsaniBandpi y colaboradores (2017) podrian representar
el efecto aditivo de exposicion a MOE y de las células que mueren por falta de contacto con
celulas adyacentes. Asimismo, Livalova y colaboradores (2014) utilizaron concentraciones

muy semejantes a las que se utilizaron en este estudio e indicaron que éstas son
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concentraciones subtdxicas, lo cual es apoyado por los resultados obtenidos en otros estudios
(Tabla 12).

Tabla 12. Ejemplos de la evaluacion de la citotoxicidad celular de MOE.

Ensayo Metodo-gle Modelo celular Observacién Referencia
extraccion
MTT PM.s/EAS y BEAS-2B(3h)/APC No hay efecto Chuwdury et al.,
C/ DCM (30min) 2017

Honda et al., 2017

PM.s/ EAS/ Esplenocitos / 0, 7.5, 50y 100 pg/mL  MohsaniBandpi et

DCM 225y 75 pg/mL MOE reduce hasta un al., 2017

y EAS 60% la

A549/25, 50 y 100 viabilidad

pg/mL MOE
PM2s/ EAS /| A549 (3h) No hay efecto Livalova et al.,
DCM 10, 30, 60 pg/mL MOE 2014

1nM BaP / 10 nM BKF

LDH
PM:zs [ A549 No hay efecto Ferraz et al., 2017
Soxhlet 15 pg/mL MOE
(16h)/ * Monocapa
DCM « 3D

P DEP /Soxhlet 16 HBE/15 pg/mL No hay efecto Bonvallot et al.,
(16h) / DCM 2001

EAS: Extraccion asistida por sonicacion; EAS y C: extraccion asistida por sonicacion y centrifugacion, A549: células
epiteliales alveolares, BEAS-2B: células epiteliales bronquiales, 16-HBE: células epiteliales bronquiales no inmortalizadas,
MOE: Materia organica extraida, BaP: benzo[a]pireno, BkP: benzo[k]pireno, nM: nanomoles, pg/mL: microgramos por
mililitro, DCM: diclorometano.

Ademas de considerar la ruptura de la membrana como marcador de dafio, otros estudios han
reportado que algunos HAP interacttan con la membrana celular e inducen cambios en la
estructura de la bicapa lipidica, esto se presenta debido a interacciones entre las moléculas
de fosfolipidos y los HAP que afectan la estructura de los lipidos y de este modo su movilidad
de giro, lo que lleva a comprometer la interacciéon entre las cadenas de fosfolipidos y
aumentar la flexibilidad interna influyendo en los procesos de permeabilidad y de transporte

através de lamembrana (Farkas et al., 2004). Un evento que podria ser de interés para futuros
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estudios, evaluar la modificacion en la estructura de la membrana es importante porque
permitiria detectar de manera temprana efectos adversos en el epitelio. Si la estructura de la
membrana se ve comprometida puede alterar las reacciones bioquimicas en el interior de la
célula y causar dafios en los procesos fisiologicos favoreciendo el dafio tisular del 6rgano

expuesto (Farkas et al., 2004).

4.4 Efecto de la exposicion a MOE en la formacion de ERO en las células A459
Estudios previos han demostrado que la MOE del PM posee actividad prooxidante (Livalova
et al., 2018), la cual es uno de los modos de accion inducido por la exposicion a PM y como
se indica una de las principales causas de lesiones (Donaldson y Beswick, 1996; Kelly, 2003).
Por lo anterior, se decidié evaluar la generacion intracelular de las especies reactivas de
oxigeno por la exposicion a MOE de PM2s a concentraciones de 20, 40, 60 y 80 pg /mL en
tiempos de 1, 6, 12 y 24 h (Figura 17).

Los resultados obtenidos indican que efectivamente hay un incremento en la formacion de
ERO en todas las concentraciones de MOE expuestas, este efecto se observa desde 1 hora y
se mantiene a 6 y 12 horas, y aun cuando se observa que a 24 horas hay una aparente
disminucion de ERO casi al nivel del control, la diferencia con respecto al control sigue
siendo estadisticamente significativa. Estos resultados coinciden con los reportados
previamente en otros estudios, donde también se observé un incremento en la formacién de
ERO, tanto en células epiteliales bronquiales como en alveolares proporcional a la
concentracion de la MOE (BEAS-2B y A549) (MohseniBandpi et al., 2017, Min-Oh et al.,
2011).

Gualtieri y colaboradores (2007) reportaron en células A549 expuestas durante 2 h a 10, 50,
60 y 75 pg /mL de MOE de DEP un incremento en la formacion de ERO; esto también se
observd cuando se expusieron células epiteliales bronquiales (BEAS-2B) a 7.5 pg/mL de
MOE de PM2s colectadas en invierno, la MOE indujo hasta 2 veces mas la formacion de
ERO (Longhin et al., 2013). Tanto Gualtieri y colaboradores (2007) como Longhin y
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colaboradores (2013) coinciden que las ERO generadas por la exposicion a MOE estan
localizadas en el citosol.

Aunque Longhin y colaboradores (2013) son los Gnicos que corrobora esta inferencia, estos
autores analizaron la presencia de ERO en la mitocondria por medio de andlisis con
microscopia de fluorescencia en células de epitelio bronquial (BEAS-2B) expuetas a 7.5 pg
/mL de fraccidén organica, estos autores reportan que la ausencia de la formacion de
superdxido mitocondrial descarta que la mitocondria esté involucrada en la produccion de
ERO. Considerando estos resultados, sugieren que la fraccién orgéanica es responsable de la
produccion de ERO atravez de la activacion metabolica de varios HAP y oxi-HAP. Si la
mitocondria fuera la que estuviera generando las ERO se observarian dafios en su estructura,
como la perturbacion de la permeabilidad y la consecuente disrupcién en la transferencia de
electrones resultando en apoptosis o necrosis (Li et al., 2008). Los resultados obtenidos con
los ensayos de MTS sugieren que su observacion es acertada ya que ninguna de las

concentraciones de MOE afecta la actividad mitocondrial.

Los extractos de particulas de escape de diésel (DEP) causaron un aumento de ERO en las
células epiteliales bronquiales humanas (16HBE) después de una exposicién de 4 h
(Wohrnschimmel et al., 2008). También han reportado la induccion de ERO en células A549
expuestas durante 1 h a varias concentraciones de extractos de PM relacionado con el trafico
(Mao et al., 2005); otro estudio desarrollado con PM2 s colectadas en Paris se observd una
fuerte actividad generadora de ERO en células epiteliales bronquiales humanas después de 4
h de exposicion, incluso extractos de particulas de escape de motocicletas causaron un
aumento dependiente de la dosis en los niveles de ERO después de un tratamiento de 1 h en
células musculares lisas vasculares de rata (Gomez-Perales et al., 2007) e incluso en células
de higado HepG2 los extractos organicos de PM1o indujeron la produccion de ERO después
de 1 h de tratamiento (Murillo-Tovar et al., 2010). Esto muestra que los resultados obtenidos

en este estudio son consistentes con la bibliografia reportada en los Gltimos afios.

Los resultados indican que la generacion de ERO por la MOE presenta cambios dependientes
del tiempo (1-24 h), observando niveles maximos de ERO a concentraciones mas altas y
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periodos de incubacion mas cortos (1 h), seguido de una disminucion gradual de los niveles
de ERO después de las 6 h, lo que ha sido ya previamente reportado por Livalova y
colaboradores (2018). El analisis detallado del curso temporal de la produccion de ERO
realizado por estos autores muestra claramente que hay una caida pronunciada en la
formacion de ERO con respecto al tiempo, en lineas celulares de pulmon (A549) y
fibroblastos de pulmoén embrionario humano (HEL12469), también indicaron que la
reduccion de ERO y de los niveles del anidn superoxido difiere entre las lineas celulares (la
respuesta fue mas pronunciada en las células HEL12469) y que cambios en los niveles de
ROS se asociaron con una induccion de la actividad antioxidante que era especifica para la
linea celular y las condiciones de tratamiento mostrando claramente una mayor actividad

prooxidante de la MOE.

Longhin y colaboradores (2013) sefialaron la probabilidad de que la fraccién organica
induzca ERO a través de la activacion metabolica de CYP1A1 estimulada por varios HAP y
oxi-HAP contenidos en la MOE. Es muy probable que se presente este proceso en nuestros
experimenos, ya que los HAP interacttan con AhR activando posteriormente al elemento de
respuesta a xenobioticos que activa a factores de transcripcion que regula la expresion de
genes tales como el citocromo CYP1A1, 1A2 y 1B1, incluyendo otras enzimas metabdlicas
de biotransformacion de fase Il como glutation tranferasa y NQO1 (Figura 1) (Abbas et al.,
2018). Longhin y colaboradores (2013) también sugieren que la respuesta del AhR es de
importancia porque explica la toxicidad de varios tipos de PM y de su fraccion organica ya
que los efectos podrian asociarse a la formacién de ERO y de otros metabolitos altamente

reactivos formados por la activacion del AhR y CYP1AL.

Ahora bien, como las células epiteliales de las vias respiratorias sirven como barrera natural,
evitando la entrada de los xenobidticos o agentes extrafios inhalados a los tejidos, la
acumulaciéon excesiva de ERO generadas por los HAP disminuye los niveles de proteinas de
unién, oxida lipidos de la membrana u otras proteinas presentes en el citosol, lo que resulta
en una mayor interrupcién de la barrera en el epitelio pulmonar. Ello provoca que la barrera
epitelial sea permeable y favorezca el ingreso de patdgenos y xenobidticos inhalados en los
tejidos, comprometiendo de forma irreversible la funcionalidad de este tejido. La
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permeabilidad de la membrana es uno de los primeros signos de enfermedad pulmonar,
asociada a la exposicién a PMzs (Lingyan et al., 2017; Farkas et al., 2004), ya que cuando
hay una interrupcion de la comunicacion entre las células se compromete la homesotasis, el
control del desarrollo y del crecimiento del tejido (Kabatkova et al., 2015), crecimiento
celular aberrante, hipertrofia y patogénesis de numerosas enfermedades crénicas, muchas de
las cuales estan asociadas con la destruccion y/o remodelacion de tejidos (Shenberger et al.,
2002).

4.5 Induccion de las enzimas del metabolismo de HAP: CYP1Al y NQOL1; y de las
antioxidantes SOD-2, HO-1, y y-GCS tras la exposicion a la MOE de PM2sen A549

4.5.1 Induccidn de las enzimas del metabolismo de HAP: CYP1Aly NQO1

Los resultados de la inmunodeteccion de proteinas involucradas en la biotransformacion de
HAP mostraron un incremento significativo en la proteina CYP1A1 a las 6 h y un decremento
significativo con respecto al control a las 24 h. Se decidi6 evaluar la cantidad relativa de
proteina CYP1ALl debido a que este citocromo ha sido reportado previamente que responde

ante la presencia de HAP, aumentando su expresion en los pulmones (Abbas et al., 2018).

Los HAP activan la transcripcion de esta proteina debido a su unién con AhR. Se sabe que
uno de los HAP que tiene la capacidad de activar al receptor AhR es el benzo[a]pireno
compuesto con alta concentracion entre de los HAP identificados en este estudio (Figura 10).
Esto aunado a la presencia de benzo[b]fluorantreno, benzo[k]fluorantreno y dibenzo [a,h]
antraceno que también fueron identificados en la MOE de PM. ( Figura5y 7) y que también
se ha indicado que tienen la capacidad de unirse a este receptor, incrementan la probabilidad

de que se vea favorecida la activacion del metabolismo en estas células.

Este incremento significativo en CYP1A1 a las 6 horas post-exposicion tanto en 20, como en
40 ug /mL coincide con lo reportado por otros autores, los cuales ya habian observado una
induccion del gen de CYP1A1 en homogenados pulmonares de ratas expuestas a particulas
completas de DEP, este autor indic6 que la induccion del gen de CYP1Al permite la

lixiviacion de compuestos organicos desde las particulas a las células diana (Avila-Rosales,
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2014). En otro estudio en el que utilizé hollin de butadieno sugiere que la transferencia de
HAP a la céelula se producen por contacto directo de los hollines y la membrana plasmatica.
También se confirmo la expresion de genes de respuesta al AhR incluyendo el CYP1AL en
células epiteliales bronquiales (BEAS-2B) (Murphy et al., 2007), asi como, también se ha
indicado que las citocinas pro-inflamatorias inducen a genes blancos del AhR entre ellos
CYP1Al y CYP1B1 (Kabéatkova et al., 2015); estos autores observaron que el fenantreno
incrementa significativamente la induccion de ambos citocromos; compuesto que también
fue identificado en la MOE de PM2sen la zona de estudio (Figura 5y 7). Considerando lo
anterior y en funcion de los resultados obtenidos con CYP1ALl a las 6 horas se verifico la
activacion metabdlica de las células A549 por la MOE.

Por otro lado, a las 24 h post-exposicidn se observé un decremento significativo de CYP1AL
con respecto al control (p=0.0036) (Figura 15 c y d), este fendmeno podria ser explicado por
3 mecanismos: a) inhibicion de la transcripcion de genes asociados al metabolismo por la
activacion del antagonista de AhR (AhRR), ya que este receptor puede detener la
transcripcion iniciada en el elemento de respuesta a xenobioticos o bien competir por la
formacion del heterodimero como ha sido descrito por Kabatkova et al., 2015, b) proceso
inhibitorio de otros compuestos organicos en la MOE, esto ya se ha observado en ensayos
con S. typhimurium donde se observé que hay una disminucién de la actividad mutagénica
por los compuestos no polares (Villalobos-Pietrini et al., 2007); los acidos oleico, linoleico
y palmitico disminuyen hasta 75% la mutagenicidad de los extractos de las aeroparticulas en
muestras colectadas en ciudades japonesas (lwado et al,.1991), compuestos previamente
reportados como parte de la MOE de PM2sen la ZMVM (Amador et al., 2010, 2011, 2013).
De acuerdo con Hayatsu y colaboradores (1981), los &cidos grasos pueden actuar como
micelas que encapsulan preferentemente a los mutagenos indirectos inhibiendo a las enzimas

que los transforman.

El altimo mecanismo que se ha observado (c), es la inhibicion de CYP1A1 por abajo del
control debido a la presencia de citocinas proinflamatorias, se observd que hay una
disminucion dosis dependiente de la concentracion de esta proteina cuando se expone a 10

pHM/mL de fluoranteno en presencia de 10 y 20 ng/mL de TNF-a a 24 horas post exposicion
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(Kabatkova et al., 2015). Alguno de estos 3 mecanismos podria ser responsable de que los
valores de CYP1A1 se encuentren por abajo del control. Adicional a esto, Courter et al.,
(2007), sugieren que algunos compuestos de la mezcla inhibe la activacion metabolica de
HAP dependiente de CYP, los HAP candidatos incluyen al fluoranteno y al
benzo[c]fenantreno, los cuales han inhibido la genotoxicidad de dibenzo[a,l]pireno en células
epiteliales de higado de rata (WB-F344) (Topinka et al., 2008).

Como se identifico fluoranteno en la MOE de PM2s, también podria estar implicado en la
disminucion de que CYP1AL1 este por abajo del control, debido a que el fluoranteno podria
estar actuando como inhibidor. Un estudio previé realizado por Gerde y colaboradores
(2001), sugiere que el 80% de los carcinogénicos altamente lipofilicos como el
benzo[a]pireno (e incluso otros HAP) son depositados en la region alveolar del pulmén y
transportados al torrente sanguineo sin ser metabolizados, y solo el 20% es depositado en las
vias aéreas y es lentamente adsorbido y metabolizado (Livalova et al., 2014), por lo tanto, a
las 24 h existiria un namero menor de HAP gue metabolizar y esto propiciaria que la célula
ya no requiera que el CYP1A1 este inducido,esto podria explicar porque CYPL1AL presenta
valores por abajo del control a las 24 h. Seria muy importante corroborar en estudios
posteriores el efecto de la expresion de citocinas proinflamatorias, quimiotacticas o

antiinflamatorias y el efecto inhibitorio del fluoranteno.

4.5.2 Induccién de las proteinas de las enzimas antioxidantes SOD2, HO-1y y-GCS

La Unica enzima antioxidante que presentd un incremento significativo con respecto al
control por exposicion a MOE fue la y-GCS a las 24 h post-exposicion, ésto coincide con
otros estudios donde se observé que la capacidad antioxidante es inducida por la MOE de
PM2s desde las 4 h, en este estudio se utilizaron células epiteliales alveolares (A549) que
fueron expuestas a concentraciones de 1, 10 y 20 pg/mL, en todas las concentraciones se
observd un incremento significativo en el contenido de tioreodoxina reductasa que fue
empleada por los autores para analizar de forma indirecta la sintesis del glutation (Livalova
et al., 2018). Dentro de el sistema antioxidante evaluado en este estudio se incluyd a enzimas
como HO-1, SOD-2 y y-GCS. La y-GCS es una enzima que participa en la segunda reaccion
de la sintesis de GSH donde enlaza a la glicina con la cisteina y la lisina para generar GSH.
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Evaluar esta enzima permite conocer como se esta llevando a cabo la sintesis de GSH en la

célula.

Se sabe que la sintesis de GSH ocurre en el citoplasma y es una de las principales vias de
desintoxicacion celular, este incremento significativo observado en y-GCS a las 24 h
corrobora la formacion de ERO en el citosol y que el consumo de GSH por la deplecion de
estos radicales, lo cual hace que la célula produzca mas GSH para contrarrestar este efecto,
lo que a su vez incrementa la concentracion de y-GCS. También se ha observado un
incremento en los niveles de GSH en células de higado HepG2 cuando se exponen a
concentraciones de 10 UM de benzo[a]pireno por 6 h (Muthusamy et al., 2016) e incluso se
ha observado buena correlacién en el cociente de GSH/GSSG en células inmunes (Li et al.,
2002).

Aun cuando en otros estudios se indica que la MOE de PM. induce a la HO-1, la dispersion
en nuestros resultados evitaron que el incremento observado a 6 h fuera significativo, sin
embargo, se ha reportado que hay una mayor expresion del gen HMOX1 (HO-1) cuando se
exponen a MOE de PM s colectadas en invierno y en verano, siendo ain mayor su expresion
cuando se expone a HAP que en su exposicion a nitro-HAP (Livalova et al., 2018), lo cual
es corroborado por los resultados obtenidos en este estudio en NQO1, ya que en ambos
tiempos de exposicion no se observaron cambios significativos de esta proteina descartando
con ello la posibilidad de que se estén metabolizando estos compuestos, ya que la NQO1
participa en la activacion de nitro-HAP y oxi-HAP.

Ademas, Andrysic y colaboradores (2011) observaron por medio de inmunodetecciones que
la fraccion que contiene a los nitro-HAP en extractos organicos obtenidos de estandar
analitico de una mezcla de PM urbano (SRM1649) no inducen la expresion de CYP1Al y
1B1, en una linea celular de higado de rata (WB-F344); también observaron que hay
induccion de ambos citocromos en la fraccion que contiene a los HAP y a los oxi-HAP
después de 24 h de exposicion, cuando evaluaron la induccién relativa del mensajero en la
fraccion de HAP y de oxi-HAP se observé en todas las concentraciones de 0.01, 0.1, 0.5, 1,
1.5y 2 mg/mL el doble de la induccion relativa del mensajero en los HAP con respecto a la

73



de los oxi-HAP. Por lo tanto, es de interés en estudios posteriores desarrollar el estudio que
permita esclarecer el papel de los HAP en los efectos citotoxicos de la MOE de PM2s.

Las principales aportaciones de este estudio incluyen la identificacion y cuantificacion de 25
HAP contenidos en la MOE de PMs colectadas en Cinvestav-Zacatenco. Las
concentraciones detectadas se utilizaron para llevar a cabo la identificacion de las principales
fuentes de emision de HAP por medio de correlaciones con contaminantes criterio e indices
de tasas de diagnostico de HAP. Esto permiti6 inferir que los HAP provienen principalmente
de emisiones primarias, por procesos pirogénicos y asociados a la combustion incompleta de
combustibles fosiles como gasolina y diésel, muy probablemente realizado por el parque
vehicular. Ademas, se observo que la MOE representa el 15.5% de PM2sy se verifico que el
proceso de secado y el cambio de disolvente para los ensayos bioldégicos no comprometen ni

la composicién ni la concentracion de los HAP identificados en la MOE de PM_s.

Ademas, se determind la cantidad de MOE que ingresa al sistema respiratorio y en funcién
de estas determinaciones de establecieron las concentraciones de los ensayos biolégicos, para
que las concentraciones utilizadas en los ensayos fueran ambientalmente relevantes. Los
resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos con la linea celular de epitelio alveolar (A549)
corroboran la formacion de ERO a 20, 40, 60 y 80 pug/mL de MOE. Asi mismo, se determino
que 20 y 40 pg/mL de MOE son capaces de inducir el metabolismo y el sistema antioxidante.
Por lo tanto, la hipétesis planteada al inicio del proyecto es correcta, ya que efectivamente la
MOE de PM2 s contiene compuestos provenientes de combustion incompleta que poseen la
capacidad de inducir a CYP1ALl y favorecer la formacion de especies reactivas de oxigeno e

inducir al sistema antioxidante (y-GCS) en la linea celular A549.
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CONCLUSIONES

La MOE de las PM2 s colectadas en nov-dic en Cinvestav-Zacatenco presenta en su
composicion 25 HAP; estos compuestos representan el 15.5% de la masa total de
PM3s.

Por medio de correlaciones con contaminantes criterio e indices de tasas de
diagnostico se infirio que las posibles fuentes de emision de los HAP son emisiones
primarias, procesos pirogénicos y la combustion incompleta de gasolina y diésel,

principalmente por vehiculos de combustion interna.

El proceso de secado y el cambio de disolvente para los ensayos biolégicos no
comprometen ni la composicion ni la concentracion de los HAP identificados en la
MOE de PM2s.

La exposicion a 20, 40, 60 y 80 pg/mL de MOE no comprometen la viabilidad de las
células A549, pero si generan la formacion de especies reactivas de oxigeno.

La MOE a concentraciones de 20 y 40 pg/mL de MOE indujeron la expresion dual
de CYP1Aly de la enzima antioxidante y-GCS en las células A549.

Marcadores celulares como la generacion de ERO y la induccién de las enzimas del
metabolismo y antioxidantes inducidos tras la exposicion a MOE extraida de PM2s
pueden ser indicadores Utiles de un estado pro-oxidante y de la identificacion de las
fuentes de emision de HAP, en este caso provenientes de procesos pirogénicos y

combustion incompleta de combustibles como diésel y gasolina.
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PERSPECTIVAS

Evaluar si los HAP son los unicos compuestos, de aquellos contenidos en la MOE,
involucrados en la induccion de ERO vy de las proteinas CYP1AL y y-GCS. Esto se
podria evaluar realizando el fraccionamiento de la MOE o por la exposicion a una
solucion de HAP que respete la concentracion y la composicion de los diferentes HAP

identificados.

Conocer si la temporalidad (secas- frias, secas-calida y calida-himeda) afecta la
composicion de la MOE vy los efectos biolégicos como: viabilidad, ERO,

metabolismo y sistema antioxidante.

Determinar si la exposicion a MOE induce la expresion de citocinas proinflamatorias,
quimiotacticas o antiinflamatorias. Esto es de importancia porque las citocinas
proinflamatorias tienen la capacidad de inhibir la activacion del AhR y comprometer
el metabolismo de los HAP, ademas se ha reportado que procesos inflamatorios
sostenidos en las vias respiratorias podrian desencadenar hiperreactividad bronquial

y asma.
Conocer si la exposicién a MOE esta generando alteraciones en las proteinas del

surfactante alveolar comprometiendo la capacidad de respuesta a xenobidticos y
afectando la estructura y funcion de los neumacitos tipo 1.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria I. lones caracteristicos y tiempos de retencion de HAP, HAP-deuterados
(HAP-d) y HAP-fluorados.

No

Ell

10
11
d-7
12
El4
13
d-8
14
15
16
17
EI5
d-9

HAP

1-Fluoronaftaleno
Naftaleno-d8
Naftaleno
4-Fluorobifenilo
Acenaftileno-d8
Acenaftileno
Acenafteno-d10
Acenafteno
Fluoreno-d10
Fluoreno
3-Fluorofenantreno
Fenantreno-d10
Fenantreno
Antraceno-d10
Antraceno
2-Metilantraceno
1-Metilantraceno
4,5-Metilenfenantreno
9-Metilantraceno
3,6-Dimetilfenantreno
Fluoranteno-d10
Fluoranteno
1-fluoropireno
9,10-Dimetilantraceno
Pireno-d10

Pireno

Reteno

Tripticeno
Benzo[a]fluoreno
3-Fluorocriseno

Benzo[a]antraceno-d12

PM
g mol-1
146
136
128
172
160
152
164
154
176
166
196
188
178
188
178
192
192
190
192
206
212
202
220
206
212
202
219
254
216
246
240

lones caracteristicos
(m/z)

146,120,75
136,137,68
128,129,102
172,171,152
160,80,161
152,153,126
164,165,88
154,155,153
176,177,88
166,165,167
196,98,170
188,189,94
178,179,89
188,189,94
178,179,89
192,193,165
192,193,165
190,189,191
192,193,165
206,207,189
212,213,106
202,203,101
220,110,91
206,207,189
212,213,106
202,203,101
219,234,235
254,253,255
216,217,108
246,123,91
240,120,241

tr

(min)
12.170
12.301
12.402
17.05
19.545
19.612
20.170
20.250
22.607
22,774
27.51
27.881
27.992
28.103
28.214
30.508
30.785
31.062
31.928
32.067
34.098
34.202
35.12
35.488
35.488
35.593
35.697
36.262
36.884
41.400
41.469
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NO

18
d-10
19
20
21
22
ElI6
d-11
23
d-12
24
25
26
27
d-13
28
d-14
29
30
d-15
31
d-16
32

HAP
Benzo[a]antraceno
Criseno-d12
Trifenileno
Criseno

Ciclopenta[cd]pireno
5-Metilcriseno
9-Fluorobenzo[k]fluoranteno
Benzo[b]fluoranteno-d12
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno-d12
Benzo[k]fluoranteno
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno
Benzo[j]fluoranteno
Benzo[e]pireno
Benzo[a]pireno-d12
Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno-d14
Dibenzo[a,h]antraceno
Dibenzo[a,c]antraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno-d12
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Benzo[ghi]perileno-d12

Benzo[ghi]perileno

PM
g mol-1

228
240
228
228
226
242
270
264
252
264
252
256
252
252
264
252
292
278
278
288
276
288
276

lones caracteristicos

(m/z)
228,229,114
240,120,241
228,229,114
228,229,114
226,227,113
242,243,215
270,135
264,132,265
252,253,126
264,132,265
252,253,126
256,241,239
252,253,126
252,253,126
264,132,265
252,253,126
292,293,146
278,279,139
278,279,139
288,289,144
276,277,138
288,289,144
276,277,138

tr
(min)

41.588
41.788
42.198
41.907
41.931
43.515
45.640
45.753
45.862
45.862
45.971
46.003
46.026
47.336
47.499
47.609
53.259
53.114
53.357
53.320
53.478
54.454
54.626

HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos; HAP-d: HAP-deuterados; HAP-f: HAP fluorados; El: estandares

internos; PM: Peso molecular; tr: tiempos de retencion.

93



Tabla suplementaria I1. HAP cuantificados y estimados con los HAP-d

d-2
d-3
d-4
d-5
d-6

d-11
d-12

d-13
d-14
d-15
d-16

HAP-d

Naftaleno-d8
Acenaftileno-d8
Acenafteno-d10
Fluoreno-d10
Fenantreno-d10
Antraceno-d10

Fluoranteno-d10
Pireno-d10

Benzo[a]antraceno-d12
Criseno-d12

Benzo[b]fluoranteno-d12
Benzo[k]fluoranteno-d12

Benzo[a]pireno-d12
Dibenzo[a,h]antraceno-d14
Indeno[1,2,3-cd]pireno-d12
Benzo[ghi]perileno-d12

HAP cuantificados

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno

Fluoranteno
Pireno

Benzo[a]antraceno
Criseno

Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno

Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Benzo[ghi]perileno

HAP estimados

2-Metilantraceno
1-Metilantraceno
4,5-Metilenfenantreno (4H-
ciclopenta[def]fenantreno)
9-Metilantraceno
3,6-Dimetilfenantreno
9,10-dimetilantraceno

Reteno
Tripticeno
Benzo[a]fluoreno

Trifenileno
Ciclopenta[cd]pireno
5-Metilcriseno
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno

Benzo[j]fluoranteno
Benzo[e]pireno
Perileno

Dibenzo[a,c]antraceno
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Tabla suplementaria I11. Condiciones de operacion del cromatégrafo de gases acoplado al

espectrometro de masas para el analisis de HAP.

Marca y modelo del CG-EM

Agilent Tecnologies. Cromatografo de Gases plus (6890)
con inyector automatico (7863) acoplado a un

espectrémetro de masas (5973N).

Columna capilar

J & W Scientific, DB-35MS, fase estacionaria de 35 % fenil
polidimetil-siloxano, longitud de 60 m, didmetro interno de

0.250 mm y espesor de fase estacionaria de 0.25 um

Modo de inyeccion Sin division
Temperatura del inyector 300°C
Volumen de inyeccion 2 uL

Gas acarreador

Helio, 99.98 % pureza

Flujo

1.2 mL min?

Programa de temperatura del horno

Temperatura inicial a 40 °C durante un minuto, incremento
a 110 °C (0 min) con una tasa de 50 °C min‘, incremento a
303 °C (0 min) con una tasa de 5 °C min, incremento a
335 °C (14.5 min) con unatasa de 20 °C min.

Temperatura de la fuente de iones

230°C

Temperatura del cuadrupolo

150 °C

Modo de Adquisicion

Monitoreo de iones seleccionados “SIM™ 7 grupos, 157

iones
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