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RESUMEN

Numerosos estudios epidemiológicos han descrito una asociación entre

aumentos de mortalidad y morbilidad humana con Ia existencia de niveles

elevados de material particulado (MP)en el aire.

El tamaño y las características físico-químicas del MP se encuentran

íntimamente relacionados con su origen y con los procesos que lo generaron. El

MP proveniente de combustiones antropoge'nicas, como la generación de energía

y la actividad industrial y urbana, presenta una gran proporción de partículas

fine (dae<2.5 um) y u/fr'af/ne (dae l um), mientras que el MP de origen natural

presenta una mayor proporción de partículas coar5e(dae<10pm). Si bien existen

dispositivos de control para reducir las emisiones de MP,éstos son ineficientes

para retener partículas muypequeñas y no se encuentran disponibles en muchas

partes de nuestro país.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los efectos pulmonares

agudos del CFA(proveniente de la combustión del carbón para la generación de

energía eléctrica, con bajo contenido de carbono), se encuentran inversamente

relacionados con el tamaño de las partículas y están asociados a un incremento

en el contenido de azufre, de cuarzo y de trazas de elementos.

Por otra parte, MP obtenido luego de un episodio de emisión accidental

industrial (coque, proveniente de la combustión de derivados del petróleo, con

alto contenido de carbono) generó efectos pulmonares agudos considerables y

disminuciónen Ia funciones de defensa de macrófagos alveolares. Los efectos

del coque crudo son más pronunciados que los del coque calcinado, indicando una

posible participación de los compuestos orgánicos adsorbidos a la matriz

carbonosa en el primero. La muestra urbana (Ciudad de Buenos Aires) produjo

efectos menores que las muestras de coque.

Dado que las vias aéreas constituyen la ruta de entrada de los contaminantes

del aire al organismo, el conocimiento de los posibles efectos nocivos de los



mismos es muy importante para incrementar las medidas de control en ciertas

áreas relacionadas con las actividades humanas.

PALABREAS CLAVE: MATERIAL PARTICULADO, CONTAMINACIÓN DEL AIRE,

INFLAMACION, VÍAS AÉREAS, MACRÓFAGOS



ABSTRACT

Many epidemiologic studies have identified an association between human

mortality and morbidity with high air particulate matter (PM) levels.

Biologic PM responses are closer related to its physicochemical

characteristics and its size. Anthropogenic PMfrom combustion sources, such

as electric power generation and industrial and urban activities, are rich in fine

particles (dae<2.5 pm) and u/fr'afine partía/es (dee 1 um), while PM from natural

sources have got a great proportion of course particles (dae<10pm).Control

devices for reducing PM emissions are ineffective in trapping small particles.

Besides, they are not available in many parts of our country.

Our results indicate that acute pulmonary effects following intratracheal

instillation of Coal Fly Ash (CFA-coa! combustion product emitted by electric

power plants, with low carbon content) are inverser related to particle size

and associated with the increase insulfur, quartz and trace metal content.

On the other hand, PM obtained as a result of an accidental emission by an

industrial facility (coke with high carbon content) generated ¡n vivosignificant

acute pulmonary effects and impairment of alveolar macrophages host

defenses. As the effects of raw coke were more pronounced than those of

calcined coke, the organic fraction adsorbed to the carbonaceous core of raw

coke might play a role in these inflammatory effects. The urban PM sample

(from BuenosAires city) exerted inflammatoryeffects to a lesser degree than

coke particles.

Because PM reaches the human body through the airways but can spread

throughout, it is important to study its biologicaland health effects, with a

viewto controlling its emission in certain areas of human activity.

KEY WORDS: PARTICULATE MATTER, AIR POLLUTION, AIRWAYS, INFLAMMATION,
MACROPHAGES
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INTRODUCCIÓN



SECCIÓN I: Contaminación del Aire



El término contaminación de/ aire se refiere a la presencia en la atmósfera

de una o más sustancias sólidas, líquidas y/o gaseosas producidas directa o

indirectamente por el hombre en cantidades tales que afectan adversamente

a los seres vivos. La cantidad y la variedad de las sustancias consideradas

contaminantes del aire han ido aumentando a Io largo de los años.

-CONTAMINACIÓN EXTERIOR

Proviene de Ia combustión de carbón y petróleo producidos principalmente

por las centrales eléctricas, las calderas industriales y la combustión de la

gasolina en los motores de los vehículos.l

-CONTAMINACIÓN INTERIOR

Se produce en las viviendas por la emisión doméstica de productos derivados

de la combustión de gas, queroseno, carbón y madera, utilizados

principalmente para calefaccionar y cuya combustión libera monóxido de

carbono, dióxido de carbono y material particulado (MP).2

Otras fuentes de contaminación interior son: la combustión del tabaco, la

utilización de pinturas, ceras, productos de limpieza,ciertos materiales de la

construcción (asbestos), la emisión de radón y la presencia de contaminantes

de origen biológico(bacterias, ácaros domésticos, polen, etc).

Esta clase de contaminaciónes frecuente en los países en desarrollo debido a

que la población utiliza la combustión incompleta del carbón y de la biomasa

como energía doméstica.

l-COMPONENTES DEL AIRE CONTAMINADO

Los contaminantes del aire se pueden clasificar en dos categorías según su

origen: primarios y secundarios. Los primarios son emitidos directamente a la

atmósfera. Los más importantes son el material particulado (MP) y algunos



gases como el dióxido de azufre (502), monóxido de carbono (CO) y óxido de

nitrógeno (N02). Bajo condiciones apropiadas los contaminantes primarios

sufren reacciones químicas en la atmósfera y generan los contaminantes

secundarios, por ejemplo el ozono.

No todas las sustancias que ingresan al aire permanecen en él de manera

indefinida. Las reacciones químicas, las precipitaciones, la sedimentación

gravitacional y la absorción por la vegetación son procesos naturales

mediante los cuales se eliminan los gases y el MP. Sin embargo Ia eficacia de

estos procesos es menor que Ia velocidad de emisión de los contaminantes.

Con respecto a los niveles máximos de contaminantes ambientales se toman

como referencia aquellos valores recopilados por la Environmental Protect/an

Agency (EPA, Agencia de Protección Ambiental). Este organismo oficial,

creado en Estados Unidos en 1970, tiene como misión proteger la salud

humana y salvaguardar el medio ambiente mediante el control del

cumplimiento de las leyes regulatorias ambientales. EPA ha establecido

estándares de calidad de aire de referencia para los seis contaminantes más

comunes (cr/feria po//ufanrs): monóxido de carbono, óxidos de nitrógeno y de

azufre, ozono, plomo y MP3(Tabla I).

MONÓXIDO DE CARBONO: proviene de combustiones incompletas de

compuestos orgánicos de origen industrial, urbano y doméstico.

OXIDOS DE NITRÓGENO: es un término genérico que describe un grupo de

gases altamente reactivos que contienen nitrógeno y oxígeno en cantidades

variables. Las fuentes primarias son la combustión en vehículos, en las

centrales termoeléctricas y en las industrias. Es el principal constituyente

del smog y de la lluvia ácida.

OXIDOS DE AZUFRE: se forman como consecuencia de la combustión de

materiales que contienen azufre (carbón, petróleo). Son producidos



principalmente durante la combustión del carbón en centrales eléctricas y

durante ciertos procesos industriales como la producción de papel y la

fundición de metales. También son componentes importantes de la lluvia

ácida.

OZONO:este gas se genera naturalmente en las zonas altas de la atmósfera

por la acción de la radiación ultravioleta del sol. No obstante cuando el ozono

se genera en la superficie de la Tierra mediante la actividad industrial y

urbana es un contaminante altamente tóxico que causa daños a la salud, al

medioambiente y a una gran variedad de materiales naturales y sintéticos.

PLOMO:en los últimos años se ha reducido parcialmente la contaminación

atmosférica por plomo debido a su eliminación de los combustibles. No

obstante se mantiene, aunque en niveles menores, debido a su presencia en

pinturas, pilas, cerámicas etc.

MATERIALPARTICULADO(MP): son partículas sólidas de distinto tamaño

suspendidas en el aire, producidas por diversas fuentes.

ESTA ¿use DE CONTAMINANTEsERA' OBJETO DE AMPLIAoescmraó/v A ¿o

LARSO DE ESTE TPABAJ'O, ANALEANDO SUS EFECTOS EN MODELOS HOLÓSIC'OS

Y SU POSIBLE INFLUENCIA L-7VLA SALUD HUMANA.

Monóxido de Carbono

Dióxido de Nitrógeno
Dióxido de Azufre

CONTAMINANTES Ozono
DEL AIRES MÁS Plomo

FRECUENTES U/frafíne (UF-P1441)
MATERIAL Fine (mas)

PARTICULADO Coarse (P4410)
(PM) Partículas Totales en

Suspensión (PST)

Tabla I: contaminantes más frecuentes del aire



Z-MATERIAL PARTICULADO

En el pasado se consideraba que los efectos sobre la salud ocasionados por

contaminantes del aire no eran de gravedad y que sólo ocurrían luego de

episodios puntuales de contaminación. Además estos efectos se atribuían a

contaminantes gaseosos. Pero estudios epidemiológicos 1'2han indicado que

estos efectos en Ia salud conducen a aumentos en la morbilidad y mortalidad

humana, y que se trata de problemas acumulativos luego de exposiciones

frecuentes. Por lo tanto, no es un problema menor y requiere especial estudio

y atención. Además el MP presente en el aire cobró especial importancia

debido a su creciente incremento y a la mejora de tecnologías que permiten

su monitoreo con exactitud.

2.1-CARACTERÍSTICAS

El MP atmosférico se define como un conjunto de partículas sólidas en

suspensión en la atmósfera" El término material particulado atmosférico es

un concepto amplio que engloba tanto a las partículas en suspensión como a

las partículas que sedimentan en el suelo.

El MP se puede clasificar según su origen, Ia constitución de su matriz y su

tamaño:

A) POR SU ORIGEN:

o MP natural: proviene del medio ambiente, sin mediar la acción del

hombre. Provienen de la erosión del suelo o de las erupciones volcánicas.

En su mayoría, presentan un diámetro mayor a 10 pm.

o MP antropogéníco: es el resultado de la actividad humana,

principalmente de procesos industriales o combustiones abiertas. Estas

partículas se caracterizan por poseer alta capacidad de adsorción, lo



cual favorece Ia adhesión a su superficie de metales pesados e

hidrocarburos. Su tamaño es menor a 10 pm.

Las partículas emitidas por las industrias se controlan en el lugar de emisión

por medio de instrumentos específicos como ciclones y muestreadores

electrostáticos. 5'67

B) POR su TAMAÑO:

El diámetro del MPen suspensión varía desde nanómetros (nm) hasta decenas

de micrones (um). Uno de los parámetros frecuentemente utilizados es el due

(diámetro aerodinámico),que representa el diámetro que tendría una esfera

de densidad igual a lg/cm3 si tuviese la misma velocidad de sedimentación

que Ia partícula en suspensión.B El deese emplea para MP respirable. También

se expresan comodistribuciones geométricas de tamaños cuando se trata de

MP sedimentado.9'1°

En términos de calidad del aire se definen también cuatro parámetros

fundamentales atendiendo al filtro empleado en los sistemas de captación:

PST, PMlo, PM2.5Y PMI (UF): el término PST se refiere a Partículas Totales

en Suspensión (partículas menores a 20 pm de diámetro). PMlo, PM2.5Y PMI

(UF) definen conjuntos de partículas con un diámetro aerodinámico menor a

lO um, a 2.5 um y a 1 um respectivamente.“En la Figura 1 observamos que, en

general, a medida que disaminuye el ddeel porcentaje en masa de la fracción

dentro de una muestra de MPes menor.

o Partículas u/frafine (ultrafinas-PM1-UF): son partículas menores a 0.1

pm (due), principalmente de origen antropogénico. Se producen en

grandes cantidades en las industrias de materiales para aplicaciones de

alta tecnología (microelectrónica) y en centrales de generación de

electricidad como consecuencia de procesos de combustión a altas



temperaturas. Dependiendo del material del cual provienen presentan

niveles variables de metales de Transición y de moléculas orgánicas
adsorbidas.

Partículas fine (finas-PM“): son partículas menores a 2,5 um (due),en

su mayoría de origen antropogénica. Se forman a partir de reacciones

químicas a altas Temperaturas durante la combustión de diferentes

sustratos y están enriquecidas por combinacionesde sulfatos, nitratos,

compuestos orgánicos y metales de transición (Pb, Cd, V, Ni, Cu, Zn, Mn,

y Fe).

Partículas caarse (gruesas-PMm)! Son partículas menores a 10 um (due)

cuyo origen es tanto antropogénica como natural (abrasión de la

superficie terrestre y la actividad volcánica). En estos últimos se

generan a partir de procesos mecánicos y están enriquecidas

principalmente por alumino-silicatos y óxidos.

Ultrafine Fine Coarse

Frecuencia(“lamasa)

°artículos Totales en a(-———--—-—- .,
:uspensmn (PTS)

< PM"; >
4 PMzs >

Figura 1: distribución del porcentaje en masa de partículas en función del
diámetro aerodinámico.



Es NECESARIO ACLARARQUE LA FRACCIÓN ¿OA/25€ (P4410) CONTIENE LAS

FRACCIONESFINE (P4425) y ULTRAFINE (PM, -UF). LA DISPONIBILIDADDE

ESTAS FRACCIONES, DISCRIMINADAS POR TAMAÑO, N05 PERMITE ENCARAREL

ESTUDIO DE sus EFECTOS POR SEPARADO, INDEPENDIENTEMENTE DE LA

comosram PORCBVTUALE7vLA MUESTRA.

a) POR LAS CARACTERÍSTICAS DE su MATRIZ

Las partículas pueden ser clasificadas según su matriz:

o con alto contenido de carbono: todas las partículas de origen

antropogénico presentan una matriz altamente carbonosa. Se originan

debido a la combustión incompleta que se lleva a cabo tanto a nivel

urbano (combustión en vehículos) como industrial (entre otras la

industria petroquímica).

o con bajo contenido de carbono: pueden ser tanto de origen natural

(partículas de origen volcánico, erosión del suelo) como antropogénico.

Estas últimas se originan debido a la combustión total de los

combustibles fósiles en presencia de oxigeno en las centrales térmicas

liberando cenizas que contienen baja proporción de carbono y alto

contenido en trazas de metales. Estos combustibles fósiles son:

derivados del petróleo, los cuales, luego de su combustión liberan

res/dual oí/ f/y ash (ROFA) o carbón, cuya combustión produce coa/ f/y

ash (CFA).

2.2-NIVELES DE MP ACEPTADOS MUNDIALMENTE.

Los efectos indeseables de la contaminación atmosférica se previenen

manteniendo los niveles de los contaminantes dentro de valores aceptables

definidos en las Normas de Calidad de Aire. Estas fueron establecidas en

1987 por EPA, organismo que definió los valores de Estándares



Internacionales de Calidad del Aire Ambiental (NAAQS-Nac/ona/ Ambient

Air Quality Standards) para PMlo.Esto reduce las emisiones para mantener

niveles aceptables para la salud humana. Se determinó que los niveles de PMlo

no debían superar valores de 150 pg/m3 durante 24 horas y que el promedio

anual diario no debía superar los 50 pg/ma. 3

Sin embargo estudios epidemiológicos publicados en los primeros años de la

década del 90 indicaron una consistente asociación entre pequeños aumentos

en los niveles de PM2_5yaumentos en la mortalidad y morbilidad humanas. Por

esta razón en 1997 se establecieron los límites para PM2,5:65 pg/m3 durante

24 horas y promedio anual de 15 pg/m3, mientras que la norma anual para

PMlose mantuvo sin cambios.“

2.3- EFECTOS SOBRE LA SALUD

Numerosos estudios epidemiológicos‘2'13'14"5han indicado una asociación entre

exposiciones humanas a MP del aire e incrementos de la morbilidad y la

mortalidad“, aún a bajos niveles de exposición. Los primeros registros sobre

aumentos en la incidencia de problemas de salud luego de grandes episodios

de emisión de MP fueron: Bélgica (1930)", Londres (1952, 1962)‘By Nueva

York (1953).19

Los efectos observados consisten principalmente en aumentos en la

incidencia de enfermedades respiratorias crónicas, así comoagravamiento de

cuadros asmáticos. Se encontró una correlación entre las consultas para

atención primaria debido a esta sintomatología en centros hospitalarios con

los niveles de contaminación del aire correspondientes al día de la consulta20

así como una asociación entre aumentos de los niveles de MP y riesgos de

mortalidad post-neonatal.21

La exposición continua a MP exacerba patologías pulmonares pre-existentes

22como el Síndrome de Distre’s Respiratorio del Adulto (SDRA)23'24y la



Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) cuyas formas típicas se

presentan como bronquitis crónica, enfisema 25y asma.26'27'28

Otras poblaciones de riesgo susceptibles a daños en la salud generados por la
2930,31exposición a MP son los niños ancianos”, fumadores”, personas con

34'35ypoblaciones carenciadas.36exposición laboral continua

La contaminación del aire puede afectar Ia salud tanto a corto como a largo

plazo. Los efectos inmediatos incluyen irritación de ojos, nariz y garganta e

infecciones del tracto respiratorio superior, mientras que las afecciones

crónicas incluyen patologías respiratorias y cardíacas, cáncer y daño a los

riñones, hígado y sistema nervioso. La magnitud del daño depende del estado

de salud de cada individuo, de Ia duración de la exposición y de la

concentración y calidad del contaminante.

2.4-METODOLOGIAS EXPERIMENTALES PARA LA

EVALUACIÓN DE EFECTOS BIOLÓGICOS GENERADOS

POR MP

El aumento de las patologías humanas asociadas a la contaminación del aire

generó Ia necesidad de estudiar sus efectos delete'reos y los posibles

mecanismos de daño mediados por dicha contaminación, por medio de modelos

experimentales en animales de laboratorio. Si bien estos estudios

constituyen sólo una aproximación al problema, son muy útiles para

identificar los componentes de MP que generan el daño y los eventos

celulares y moleculares que conducen al mismo. Estos estudios conducen a Ia

búsqueda e instrumentación de tratamientos efectivos que alivien los

síntomas así como también a la implementación de estrategias de control

para reducir los efectos adversos asociados con exposiciones a MP.

Las rutas clásicas de exposición a MP de los animales experimentales son la

inhalacióny Ia instilación intratraqueal (IT).



La INHALACIÓN consiste en introducir a los animales en una cámara

experimental donde reciben MP a una tasa de concentración y velocidad

constantes. A pesar de ser una vía de exposición fisiológica y de asegurar una

distribución homogénea, esta técnica requiere un equipamiento costoso y

grandes cantidades de MP. Además este tipo de exposiciones retiene

cantidades significativas de partículas en la región nasal con la posterior

ingestión de las mismas lo cual dificulta el análisis de los resultados. 37

La INSTILACIÓN INTRATRAQUEALes un método de bajo costo, que permite

Ia incorporación instantánea de una cantidad conocida de MP, suspendida en

un volumen pequeño de solución salina y dirigida directamente al pulmón e

incluso a un lóbulo del pulmón. De esta forma se evita la deposición nasal o en

la piel, como sucede con los modelos experimentales de inhalación. Es muy útil

para estudiar los efectos en el tracto respiratorio inferior así como para la

administración de compuestos altamente tóxicos o de materiales

radiactivos.37

Han surgido discrepancias entre los autores en cuanto a los resultados

obtenidos con la técnica de IT y la de inhalación, especialmente en lo

referido a la distribución homogénea de las partículas38'39, la depuración de

las mismas4° y el patrón de daño.41 Sin embargo Ia IT es una técnica

ampliamente empleada debido a que permite dirigir la muestra directamente

al pulmón y a su fácil implementación.



2.5-CONTAMINACION DEL AIRE CON MP EN LA

REPUBLICA ARGENTINA

A-SITUACIÓN GENERAL

Hay pocos estudios de base sobre la problemática de Ia contaminación

atmosférica en nuestro país debido a la escasez de recursos y la falta de

equipamiento tecnológico.

Las fuentes principales de contaminación del aire en Ia República Argentina

son las fuentes móviles como los vehículos y las fuentes fijas como las

industrias y las centrales termoeléctricas. La contaminación del aire en las

grandes ciudades se debe principalmente a fuentes móviles mientras que, en

zonas industriales como por ejemplo Ensenada y Bahía Blanca, el aporte de

contaminantes provenientes de las fuentes fijas cobra mayor importancia

debido a la presencia de destilerías e industrias petroquímicas.

La situación es preocupante debido a que los individuos que trabajan o

circulan por áreas con altos niveles de contaminación reciben el impacto

directo de los tóxicos emitidos. Las ausencias laborales y escolares

generadas o agravadas debido a los altos niveles de contaminantes

ambientales tienen un gran impacto económico y también constituyen un

gasto importante en salud pública.

En Ia Ciudad de Buenos Aires las principales fuentes de contaminación

atmosférica son el transporte vehicular y dos grandes centrales térmicas

que utilizan principalmente gas natural. Según el Informe del Banco

Mundial“, se considera que la contribución del sector industrial y energético

a la contaminación del aire en esta ciudad no sería especialmente relevante,

principalmente debido al uso del gas natural como combustible. Trabajos más

recientes realizados para comprobar si el sector energético cumplía con los

estándares de calidad del aire, indicaron que los valores de PM 25, de PMIoy
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de azufre superaban los estándares de EPA.43Por otra parte se determinó

que el 80 % de las emisiones de PMloestaba constituido por PM2.5.44Si bien

esta situación se ve atenuada por un régimen de vientos favorables para la

dispersión de estas partículas y por Ia ausencia de barreras naturales, estas

ventajas no son suficientes para dispersar los contaminantes que se

concentran como consecuencia de Ia creciente urbanización y del transporte

automotor.

B-MARCO LEGAL

La Secretaría de Ambiente y Desarrollo Sustentable, dependiente del

Ministerio de Salud y Ambiente, es la autoridad competente en nuestro país

para todos los aspectos relativos a emisión de gases contaminantes, ruidos y

radiaciones parásitos. En el Articulo N°33 del Decreto N° 779/95 establece

los límites máximos de emisión de contaminantes al medio ambiente y los

procedimientos de ensayo establecidos, para los motores y vehículos

automotores nuevos y usados.45

Por otra parte la Resolución708/96 de la Secretaría de Recursos Naturales

y Ambiente Humano estableció las Normas de Med/"ciónde Concentración de

Gases y Mater/al Part/calado em/f/a’as por chimeneas. La misma determina

que es necesario establecer una metodología adecuada para la extracción de

muestras y la medición de su concentración en chimeneas y que para ello

resulta conveniente basarse en Ia legislación internacional para su aplicación

a nivel nacional. En la misma se hace referencia a las metodologías y a los

estándares de calidad de aire empleados por EPA.46



C-EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS DE CONTAMINANTES DEL

AIRE

Existen pocos estudios epidemiológicos en nuestro país pero algunos indican

que hay una elevada correlación entre ciertas patologías como cáncer

pulmonar frecuentes en trabajadores de ciertos tipos de industrias y

exposiciones laborales a contaminantes del aire.47

Trabajos realizados en nuestro país indicaron que los efectos biológicos

producidos por la fracción orgánica de partículas finas de origen industrial y

urbano consistían en eventos mutagénicos y citotóxicos que se

correlacionaban con el contenido total de hidrocarburos poliaromáticos

(PAH).‘“3'49Por otra parte trabajos realizados en Ia Provincia de Córdoba,

empleando líquenes como bioindicadores, mostraron elevados valores de

parámetros bioquímicos (contenido de clorofila, proteínas totales,

malondialdehído) y acumulación de azufre en los líquenes ubicados en las

zonas urbanas y en las zonas cercanas a las centrales de generación de

energía eléctrica.5°'5"52

EN LA REPÚBLICAARSENTINA NO HAy ESTUDIOS EPIDEMIOLOSICOS PUBLICADOS

QUE CORRELACTONENLOS EFECTOS PRODuaDOS POR EMISIONES LOCALESDE MP

c'ON PATOLOSIAS EN LA POBLAaO'N. POR ESTA RAZON ES DE INTERES ABORDAR

EL TEMA A NIVEL EXPERIMENTAL. PARA ELLO, EN ESTE TRABAJO EMPLEAMOS LA

INSTILACÏÓN INTRA TRAQUEAL COMO RUTA DE Bi'POSIaÓN DEL MP EN

RATONES.



3-MATERIAL PARTICULADO UTILIZADO
EN ESTE ESTUDIO

La actividad industrial, el transporte y la generación de energía basados en la

utilización del carbón y el petróleo constituyen hoy la causa principal de la

contaminación de origen antropogénico de la atmósfera.

3.1- MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DEL

CARBÓN

La combustión del carbón libera MP que constituye un importante

contaminante del aire. A pesar de que los productos de Ia combustión del

carbón son contribuyentes muy importantes de la lluvia ácida y del efecto

invernadero, muchos países, como Estados Unidos y China, lo emplean en

grandes cantidades para la generación de energía eléctrica debido a que

poseen enormes reservas carboníferas y tecnologías adecuadas para reducir
la contaminación.

CARACTERÍSTICAS DEL CARBÓN

El carbón es una compleja combinación de materia orgánica e inorgánica

formada a través de los siglos mediante el proceso de carbonización de

sucesivas capas de vegetación. Durante este proceso se produce un

incremento relativo en el contenido de carbono con respecto a elementos

volátiles y humedad, acompañado por la pérdida de hidrógeno en forma de

agua. Se clasifican según su carbonización progresiva de lignito a antracita

(Figura 2).
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Las variedades bituminoso y sub-bituminoso son las más empleados para la

generación de electricidad debido a su abundancia y alto contenido de

carbono.

COAL FLY ASH (CFA)

Los principales contaminantes provenientes de la combustión de carbón

bituminoso y sub-bituminoso son MP, óxidos de azufre y de nitrógeno. Este

MPconsiste fundamentalmente en CFA,constituido por particulas de tamaño

menores a 10 pm que contienen un alto contenido de trazas de metales

(especialmente V, Pb, Cu, Zn, As, Cr, Se, Ni, Cd).

En las centrales eléctricas, donde se lleva a cabo la combustión completa de

carbón, se produce Ia vaporización y condensación del CFA debido a que las

temperaturas de combustión son extremadamente elevadas. Al vaporizarse,

las cenizas se enriquecen en trazas de metales debido a que estos elementos

inorgánicosson volátiles a las temperaturas empleadas para la combustión.“

Posteriormente los gases se enfrían y los vapores inorgánicos se unen

formando núcleos de aerosoles UF con un tamaño entre 0.01 y 0.03 uma, La

fracción UF contenida en el CFAes de especial interés debido al impacto que



produce en la salud de la población pues, debido a su pequeño tamaño, escapa

a los dispositivos de control.

Todo carbón contiene azufre. En el presente trabajo se empleará CFA

proveniente de la combustión de carbón de Montana (oeste de USA) y W

Kentucky (este de USA). Los primeros tienen menor contenido de azufre

(«05%) comparados con los últimos 02.0%). No obstante este 0.5%

representa un contenido elevado de azufre. Durante la combustión del

carbón, el 99°/o de la masa no vaporiza y contribuye a la fracción caars'e

mientras que el l°/o restante se vaporiza, se nuclea y crece para formar

partículas UF.54Sin embargo este 1°/oes responsable del 99°/odel número de

partículas presentes en el CFA.

3.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DE

DERIVADOS DEL PETRÓLEO

En este estudio se utilizó MP proveniente de episodios de emisiones de

origen industrial (negro de humoy coque) y de origen urbano (MPrecolectado

en avenida de alto tránsito). Este MP proviene de la oxidación incompleta de

combustibles.

A-COQUE DE PETRÓLEO

Se trata de un producto residual de la destilación del petróleo, con un alto

contenido de carbono, que se emplea como combustible y para la fabricación

de electrodos de grafito para la industria del aluminio.

Las coquerías de la Provincia de Buenos Aires reciben el coque crudo de las

refinerías de petróleo. Éste es almacenado en grandes pilas al aire libre y por

medio de cintas es transportado a hornos donde es calcinado a altas

temperaturas. El proceso de calcinación libera al coque crudo de su contenido
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de agua y de hidrocarburos no deseados para adquirir las características de

pureza necesarias para ser utilizado como electrodo en la industria del

aluminio.Estos ánodos de coque calcinado presentan bajos niveles de azufre

y metales.

B-MP DE ORIGEN URBANO

Se trata del MP recolectado en diferentes puntos de centros urbanos.

Incluye particulas provenientes principalmente de las emisiones de los

vehículos y de actividades industriales. Debido al amplio empleo de dieSel

como combustible de los vehículos en las grandes ciudades, como la ciudad de

Buenos Aires, esta clase de MPse encuentra enriquecida en los productos de

la combustión del mismo: Diesel Exhausr Part/des (DEP).55Consisten en

matrices altamente carbonosas sobre las cuales se encuentran adsorbidos

azufre y compuestos orgánicos.“
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Figura 3: esquema de Diesel Exhaust Particles (DEP)



SECCIÓN II: Impacto biológico de los
contaminantes del Aire



El tracto respiratorio superior es el primer sitio de impacto de los

contaminantes del aire. El tamaño de la partícula determinará el lugar donde

se depositará y su destino final, condicionandode esta manera las respuestas

biológicas.

1-LOS PULMONES Y LAS VIAS AEREAS

SUPERIORES

1.1-ESTRUCTURA BÁSICA PULMONAR

El tracto respiratorio puede dividirse en:

-superior: nariz, faringe, laringe y tráquea.

-inferior: región pulmonar que comprende bronquios, bronquiolos y alvéolos.

Esta última es la región del pulmóndonde estudiaremos el efecto del MP.57

1.2-ALVÉOLOS PULMONARES

Los alvéolos constituyen las regiones de intercambio gaseoso en el pulmón.La

Figura 4 muestra la estructura microscópica de las paredes alveolares desde

el lado capilar hacia el lumen alveolar:

-ENDOTELIO CAPILAR:tapiza la red de capilares sanguíneos.

-MEMBRANABASALsepara a las células endoteliales del epitelio alveolar

-TEJ'IDO INTERSTICIAL: contiene finas fibras elásticas, pequeños haces

de colágeno, algunos fibroblastos, células musculares lisas, mastocitos y

escasos linfocitos y monocitos.

-EPITELIO ALVEOLAR:constituye la región donde se realiza el intercambio

gaseoso. Consta de una capa continua formada por los siguientes tipos
celulares:



a- Cé/u/as epife/¡a/es a’e f/po I: células aplanadas que recubren el 95°/ode la

superficie alveolar.

b- ¿'é/u/as epitelio/es de f/po II: células redondeadas que producen el

surfactante (sustancia tenso-activa) e intervienen en la reconstrucción del

epitelio alveolar cuando las células de tipo I son destruidas.

c- Macro’fagos a/veo/ar'es (MA): derivan de los monocitos sanguíneos y están

ligeramente adheridos _alas células epiteliales o se encuentran libres en el

espacio alveolar. Son células fagociticas responsables de la depuración

pulmonar.57

mill
.(¿Ma endotelio!

Figura 4: región alveolar pulmonar (a). Detalle de alvéolos
pulmonares. (b). Región de intercambio gaseoso (c).



2- TRÁNSITO DEL MP EN EL APARATO RESPIRATORIO

Los efectos de la MP sobre la salud dependen en parte de su capacidad de

alcanzar las defensas respiratorias y de depositarse en las estructuras del

aparato respiratorio así como de la habilidad del organismo para eliminar o

neutralizar las mismas.

El destino final del MP depende de su tamaño. Las partículas PMlo se

depositan en la tráquea y en los bronquiolos. Ambos se encuentran tapizados

por epitelio ciliado cubierto de mucus formando el mucus esta/adora Su

función es la de expulsar las partículas extrañas hacia Ia oro-faringe. De esta

manera se liberan mecánicamente por expectoración o son conducidas al

tracto gastrointestinal. Las partículas PMzI5y PMIMUFse depositan en Ia

región alveolar y pueden permanecer allí durante períodos prolongados. Son

fagocitadas por los MAy, además pueden pasar al sistema linfático y de esta

manera alcanzar otras regiones del organismo.5°

2.1-DEPÓSITO

El tracto respiratorio superior es el primer sitio de impacto de los

contaminantes. El depósito de partículas inhaladas en las diferentes regiones

del sistema respiratorio depende de la dinámica de la respiración, del

volumen pulmonar, de la salud del individuo y de las bifurcaciones en las vías

respiratorias, las cuales producen constantes cambios en el flujo

hidrodinámico. Una vez que las partículas se depositaron en el tracto

respiratorio, algunas pueden ser transformadas y otras no, pero todas

estarán sujetas a procesos de eliminación (c/ear’ance)59que dependerán de

las propiedades físico-químicas de las partículas, del sitio inicial de

deposición y de su tránsito a otras regiones del organismo mediante la

circulación linfático. La retención de partículas esta determinada por la
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relación dinámica entre los mecanismos de deposición y los de remoción de

las mismas.

El tamaño de la partícula determinará el lugar donde se depositará y su

destino final, condicionando de esta manera las respuestas biológicas. Las

PMlose depositan en la tráquea y los bronquiolos mientras que las PM2,5y las

partículas UF se depositan en la región alveolar. Dependiendo del flujo del

aire, del tamaño de la partícula y de su localización en el sistema
o

respiratorio, la deposición ocurre a través de los siguientes mecanismosó

(TablaII)

A-IMPACTO INERCIAL

En Ia región bronquial, donde las vías aéreas presentan mayor diámetro, se

producen flujos de aire de altas velocidades y, debido a la inercia, las

partículas tienden a impactar sobre la superficie respiratoria. Este

mecanismo opera principalmente para el caso de partículas mayores a 2 um.

B-SEDIMENTACIÓN

En las regiones de los bronquiolos y alvéolos, donde el flujo del aire

disminuye, las partículas se depositan por gravedad. Este mecanismo opera

para partículas mayores a 0.1 pm.

C-DIFUSIÓN

En Ia región alveolar, donde el flujo aéreo es menor, las partículas se

transportan desde una región de alta concentración de partículas a una

región de menor concentración debido al movimiento browniano, el cual

consiste en el movimiento al azar de las partículas debido al constante

choque entre las mismas. Este mecanismo opera para partículas menores a

0.5 pm de diámetro.
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TAMAÑO AREA MECANISMO DE
DE DEPÓSITO DEPÓSITO

2-30pm traqueal y bronquial impacto inercial

0.1pm —5pm traqueal y bronquial sedimentación

>O.5pm alveolar difusión

Tabla II: mecanismos de depósito de MPen el pulmón

2.2-DEPURACIÓN

El pulmónnormal no contiene bacterias y/o partículas extrañas. Una serie de

potentes mecanismos de defensa eliminan o destruyen todas las partículas

inhaladas de la siguiente manera57:

A-DEPURACIÓNNASAL: las partículas son eliminadas normalmente a nivel de

la nariz, mientras que las que se depositan más atrás son barridas por el

epitelio cíliado cubierto de mucus hacia la nasofaringe donde son deglutidas.

B-DEPURACIÓN TRAQUEOBRONQUIAL: las partículas son eliminadas

mediante el sistema mucociliario: el movimiento de batido rítmico de los cilios

de las células epiteliales traqueales desplaza constantemente una película de

mucus desde los pulmones hacia la oro-faringe. Las partículas adheridas a

esta películason deglutidas o expectoradas (Figura 5).

C-DEPURACIÓNALVEOLAR:las partículas y otros agentes externos que

llegan hasta los alve'olos son fagocitadas por los macrófagos alveolares, los

cuales las transportan a los bronquiolos dotados de cilios 61y desde aquí

hacia la oro-faringe donde son deglutidas. Si la carga de partículas es

abundante y los MAestán sobrecargados, el transporte por esta vía hasta la
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superficie se ve disminuido.62También puede ocurrir que los MA cargados de

particulas se desplacen por los espacios infersficiales o se infroduzcan en los

capilares linfáticos. 63 De es‘ra manera se realiza el Transporte a otras

regiones del organismo (Figura 5).

rupimfaría
inferior

Figura 5: esquema de Depuración Traqueo- bronquial (liberación
de mucus y ascenso por el sistema mucociliario) y alveolar
(activación de macrófagos alveolares y ex‘rravasación de
complemento y de PMN)

l“) LJ.)



3-EFECTOS BIOLÓGICOS DEL MP

Los efectos iniciales mediados por el MPse originan a partir de la interacción

directa de las partículas con estructuras pulmonares y de la interferencia

con la depuración mucociliaria o Ia fagocítica. La inhalación de MP y su

depósito en los pulmonespueden alterar la estructura y el funcionamiento de

partes vitales del organismoque pueden tener consecuencias sistémicas.

Cuando hay un excesiva sobrecarga pulmonar de MP, la tasa de acumulación

de las partículas inhaladas es mayor que la tasa de depuración alveolar y esto

genera un importante cuadro inflamatorio donde los MA y las células

epiteliales se activan liberando mediadores inflamatorios que controlan y
64 65 66,67,68estimulan eventos genotóxicos y de fibrosis.

La información disponible no define con exactitud los mecanismos que

relacionan la exposición al MPcon los efectos respiratorios o sistémicas pero

sí describe que la inflamación aguda constituye un evento inicial común

independiente del tipo de MP: este proceso abarca una amplia gama de

eventos celulares y mediadores químicosy será explicado con mayor detalle

en la Sección II.4. Brevemente, este proceso inflamatorio está

caracterizado por el flujo de neutrófilos (PMN)y macrófagos al pulmóny por

la pérdida de la integridad de Ia barrera epitelial. Estas ce’lulas liberan

mediadores como citoquinas69y factores de crecimiento7° con el objetivo de

destruir el material inhalado e iniciar la reparación del daño. Pero estos

mediadores son inespecíficos y, si son liberados en grandes cantidades,

pueden aumentar el daño a los te jidos.”

Una de las hipótesis con mayor peso atribuye los efectos inflamatorios del

MP a su capacidad de generar ROS (Reactive Oxygen Species)72 y RNS

(Reactive Nitrogen Species). 73'74Esto puede ocurrir tanto a nivel celular
75,76 77como extracelular por reacciones de oxidación. En ambos casos esto

conduce a un aumento de la respuesta inflamatoria y a un daño a las células

24



circundantes, especialmente al epitelio alveolar.78'79Un buen ejemplo de la

participación de las ROS en el proceso inflamatorio es la regulación del gen

de IL-8, cuya expresión se encuentra regulada por factores de transcripción

sensibles a los cambios redox, como el factor nuclear KB(NFKB)y el factor

activador de proteína-1 (AP-1).80'81 Otros estudios han demostrado la

inducción de la expresión de TNF-a en respuesta a estrés oxidativo.82Por

otro lado es interesante destacar que la generación de daño pulmonar

mediado por la generación de Especies Reactivas del Nitrógeno (RNS)33'84'B5

ha sido descripto en animales experimentales luego de la exposición a

compuestos de origen mineral comosílice y asbestos.

La liberación de citoquinas por macrófagos activados 86 y por células

epiteliales pulmonaresm'es'e9favorece Ia extravasación de PMN desde los

capilares hacia el espacio alveolar. Este proceso se realiza mediante Ia acción

quimio-atractante de la IL-8.

Otro grupo de investigación ha estado trabajando sobre la hipótesis de la

inflamación neuroge'n/ca. Esta postula que las cargas presentes en la

superficie del MPestimulan receptores sensibles a pH (van///a/d receptors),

presentes en las células epiteliales pulmonares, lo cual estimula Ia expresión

de citoquinas inflamatorias.90

3.1-COMPONENTES DEL MP RESPONSABLES DE LOS

EFECTOS BIOLÓGICOS.

Las patologías generadas por Ia exposición a MP pueden ser causadas por los

distintos componentes del mismo. Aunque los efectos observados pueden

deberse a la acción directa del MPsobre los tejidos respiratorios no hay que

descartar los efectos mediados por compuestos secundarios provenientes de

las modificaciones fisicoquímicas sufridas por las partículas a lo largo de su

paso por las vías aéreas.



Los componentes responsables de estos efectos pueden estar relacionados

con el tamaño de la partícula y su composición química.91

3.1.1 -TAMAÑO

En general está aceptado que los efectos asociados a los problemas de salud

provocados por Ia exposición a MP de origen antropogénico se encuentran

más fuertemente asociados a las partículas finas que a las gruesas debido a

que la masa de partículas finas inhaladas y su tiempo de permanencia en el

tracto respiratorio son mayores.92'93. Debido a que el avance tecnológico

permite disponer de equipos para monitorear la emisión de las partículas UF y

a reportes epidemiológicosque indican asociaciones entre estas partículas y
94'95en los últimos años se haefectos adversos en Ia salud de la población,

atribuido mayor relevancia a los efectos inducidos por la fracción UF en la

morbilidad y mortalidad de la población.96

La instilación de partículas UF de CB en animales experimentales generó un

alto grado de inflamación pulmonar mediado por estrés oxidativo.97 Dado que

este material carece de metales, se descartó Ia influencia de los mismos en

esta generación de ROS. Esta inflamación pulmonar se podría atribuir a la

presencia de un mayor número de partículas y a una mayor área de contacto

por unidad de masa en la fracción UF.9‘5"99'100Las partículas UF pueden

penetrar rápidamente las células epiteliales debido a su pequeño tamaño y

activar mecanismos inflamatorios.101Además, pueden pasar a Ia circulación

linfática y desde allí ejercer efectos sistémicos a nivel cardiovascular. ‘02
Recientemente se ha observado Ia acumulación de UF en el sistema

nervioso103luego de experiencias de instilación.
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LOS ESTUDIOS aRERIMENTALES CON MATERIAL UF SE HAN REALIZADO

PRINCIPALMENTE CON 63‘04 y OXIDO DE TITANIO. ¡05' 10‘ PERO A PESAR DEL

CREa'ENTE INTERES EN ESTE TEMA, SO'LO UNOS POCOS INFORMES HAN

REPORTADO EFECTOS COMPARATIVOS DE RARn‘OL/LAS ERAOaONADAS POR

TAMAÑO PROVENIENTES TANTO DE FUENTES DE COMBUSUÓN A ERAN ESCALA

COMO DE MP URBANO.“77'10" POR ESTA RAZON, MP ERAOaONADO SEEÚN SU

TA/AAÑO OBTEMDO A RARTIR DE LA COMBUSTÏÓN DEL CARBON SERA' UTILIZADO

EN NUESTROS ESTUDIOS EMPLEANDOMASAS IEL/ALES DE OADAERAcaO'N. ESTO

NOS PERMIHRÁ EVALUARLOS EFECTOS DE OADAERAOLION POR SEPARADO.

3.1 .Z-COMPOSICIÓN QUÍMICA

La presencia de metales de Transición en el MP favorece reacciones de

generación de ROS. La exposición de animales experimentales a partículas de

ROPA, con altos niveles de metales solubles (Ni, Va) genera inflamación

pulmonar109vía la producción de ROS.“°"“ Pero también la movilización de

hierro insoluble, como el presente en las fibras de asbestos “2 y de CFA “3,

ha generado efectos similares.

La presencia de pequeñas cantidades de sulfatos asociados a MP produjo

cambios morfológicos, bioquímicos y funcionales en pulmones de animales

experimentales.“4' “5

Por otra parte Ia presencia de moléculas orgánicas adsorbidas a matrices

carbonosas también genera una amplia serie de respuestas pulmonares como

activación de sistemas detoxificantes que amplifican la generación de

ROS.116, 117



3.2-EFECTOS BIOLÓGICOS DELMP UTILIZADO EN ESTE
ESTUDIO

A-COAL FLY ASH (CFA)

Dado que la composición físico-química del CFA depende del tipo de carbón y

de las condiciones de combustión es importante tener en cuenta estos

factores cuando se comparan los resultados publicados por diferentes grupos

de trabajo.

Los efectos Tóxicos en las vías respiratorias en ratas instiladas con

CFA.“8'“9'12°están caracterizados por reacciones inflamatorias que conducen

a importantes alteraciones pulmonares. Sin embargo en estos trabajos no se

han utilizdo CFA fraccionado por tamaño. También se ha descrito Ia inducción

de enzimas hepáticas y pulmonares como citocromo P450 y glutatión

transferasa121 así como la presencia de metales122en pulmones de animales

tratados con CFA.Estos efectos podrían estar mediados principalmente por

los metales presentes en el CFA debido a que altos niveles de metales

solubles presentes en CFAaumentaban la susceptibilidad a infecciones y que

el grado de susceptibilidad a las mismas estaba correlacionado con la
citotoxicidad de MA ¡n Vitralza’

ES IMPORTANTE EVALUARLOS EFECTOS TOHCOLÓGICOS DE LAS DIFERENTES

PRAcaONES DE ¿FA SEBÚN SU TAMAÑO. DEBIDO A QUE LOS DISPOSITIVOS DE

CONTROL NO LOORAN DETEVER COMPLETAMENTE LA EMISION DE LA FRAcaO'N

UF. ÉSTA, AÚN EN ML/y BAJAS CONCENTRACIONES, RESULTA TÓXZ’CADEBIDO AL

ALTO CONTEMDO DE METALES PRESÜVTES y AL ELEVADO NUMERO DE

PARTÏC'ULAS QUE SENERALMBVTE COMSTITUYEN ESTA FRACCIÓN.
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B-COQUE DE PETROLEO

Numerosos estudios epidemiológicos en humanos han indicado que el trabajo

en los hornos de coque puede producir un aumento significativo en el riesgo

de cáncer de pulmón ¡24"25'126'127,disminución en la función pulmonar128 y en

ciertas funciones inmunológicas.129Además también se informaron niveles

séricos de IgG e IgA disminuidosmy valores séricos de IgE y de TNF-a

superiores a los normales?o También se ha demostrado que las partículas de

coque son mutagénicas en células de mamíferos‘31'l32,hecho asociado al alto

contenido de PAHpresentes en las mismas.

.SIN EMBARSO NO SO'LO LOS TRABAJADORES DE LA INDUSTRIA DEL COQUE

ESTA’NaPUESTOS A ESTA ¿LASE DE MP. LA a'POSIaO'N CONTINUA A NIVELES

BAJOS DE CONTAMINACIÓN DURANTE EMISIONES NO CONTROLADAS PUEDE

PRODULIR EFECTOS DELETÉREOS A CORTO y LARSO PLAZO EN LAS POBLAaONES

VEa'NAS A LOS SITIOS DE FABRICACIÓN DEL COQUE, CON EL CONSIGUIENTE

PERJUIa'O PARA LA SALUD HUMANA CON OONSEOUENLIAS IMPREVISIBLES EN EL

PRESENTE y EN EL FUTURO.

C-MP URBANA

El MPse encuentra formado por una mezcla de partículas provenientes de la

actividad humana de origen: industrial, del suelo, de centrales

termoeléctricas, etc. En ciudades como la ciudad de Buenos Aires, donde el

diesel es el combustible empleado mayoritariamente por los vehículos, este

MPpresenta un alto contenido de Diesel Exhaust Particles (DEP).



Las DEPgeneran inflamación pulmonar133así como el agravamiento de cuadros

asmáticos y alérgicos.134La presencia de las mismas en la circulación podría
135,136explicar algunos efectos extra-pulmonares como por ejemplo un mayor

riesgo de infarto de miocardio.137Las DEPy sus extractos orgánicos generan
140

138 , 139 , entanto inflamación pulmonar como efectos pro-trombóticos

animales experimentales mediante la generación de ROS’41'142'143yde RNS.144

LA CONCENTRACION y COMPOSICIÓN DEL MP DE ORISEN URBANO VARÍAN

AMPLIAMENTE SESÚN LAS DIFERENTES ACTIVIDADES URBANAS y LAS

CONDICIONES ATMOSFÉRZ'CAS DEL LUSAR. POR ESTA RAZO'N, DEBIDO A LA

PRESENCIA DE ELEVADOSNIVELES DE MP EN LA CIL/DAD DE BUENOS AIRES, SE

CONSIDERO NECESARIA LA EVALUACION DE SUS EFECTOS EN MODELOS

BIOLO'SICOS.

De lo analizado en los puntos anteriores se desprende que la inflamación

aguda a nivel pulmonar es un evento inicial y que se sostiene como

consecuencia de exposiciones frecuentes a MP contaminante del aire. Por lo

tanto al encarar el estudio de los efectos biológicos de MP de origen

antropogénico generados por la combustión del carbón y de derivados del

petróleo, con especial énfasis en coque y CFA, es necesario enfatizar el

análisis de indicadores de inflamación pulmonar aguda.

4-INFLAMACIÓN AGUDA

La inflamación es la reacción del organismo frente a Ia invasión de agentes

infecciosos, agentes físicos y estimulación antigénica.

La inflamaciónaguda es la respuesta inmediata de carácter protector que se

produce frente al agente Iesivo. Tiene una evolución breve y dura unos pocos

días. Las características principales de la inflamaciónaguda son:
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o modificaciones en el calibre de los vasos que da lugar al aumento en el

flujo de sangre.

o alteraciones en la estructura de la micro-vasculatura que favorecen la

extravasación de las proteínas plasmáticas y los leucocitos.

o emigración de los leucocitos desde la circulación hasta el foco de la

lesión, en el que se acumulan. Los leucocitos también prolongan la

inflamación e inducen lesiones en los tejidos al liberar enzimas,

mediadores químicosy radicales tóxicos del oxígeno.

Los eventos celulares propios del proceso inflamatorio son:

-ADHESIÓN Y MIGRACIÓN:consiste en Ia fijación al endotelio vascular de

las células circulantes y su desplazamiento entre las células endoteliales.

Estos dos procesos están determinados por Ia expresión de moléculas de

adhesión en Iasuperficie de los leucocitos y en las células endoteliales.

-QUIMIOTAXIS: consiste en la locomoción celular orientada según un

gradiente químico.Después de atravesar el endotelio los leucocitos migran en

los tejidos hasta alcanzar la zona de la lesión bajo estímulos quimiotácticos.

Estos pueden ser exógenos: péptidos formilados y lipopolisacáridos (LPS) ó

endógenos: componentes del sistema de complemento (C5a), Ieucotrieno B4, y

citoquinas (por ejemplo la quemoquinaIL-8 -humanos/MIP-2-roedores).

-ACTIVACIÓN LEUCOCITARIA:consiste en la producción de metabolitos del

ácido araquidónico (AA), degranulación y secreción de enzimas lisosomales y

activación del estallido respiratorio.

-FAGOCITOSIS: consiste en la ingestión de la partícula o microorganismo

mediante la activación de un sistema contróctil de actína y miosina que

extiende pseudópodos alrededor de la partícula. Se produce una invaginación



de la membrana con la posterior formación de un fagosoma que contiene la

partícula ingerido.

-DEGRADACIÓN: la exposición a productos microbianos, a citoquinas y

también a partículas contaminantes del aire activa los mecanismos para la

degradación del material fagocitado. Estos pueden ser dependientes o

independientes de oxígeno.

A-MECANISMOS OXÍGENO-DEPENDIENTES

La fagocitosis y diversos agonistas inflamatorios estimulan un fuerte

incremento en el consumo de oxígeno, en la glucogenólisis, en el aumento de la

oxidación de la glucosa mediante la generación de hexosa monol‘ost‘ato145y en

la producción de metabolitos reactivos del oxígeno. A este proceso se lo

denomina esfa/fido r'e.r»',a/'r'a7‘or'/'o.146Este proceso comprende Ia formación de

ROS y RNS:

o A.1-Generación de Especies Reactivos del Oxígeno (ROS):

Las alteraciones en el metabolismo del Oz conducen a Ia activación de la

enzima nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH

oxidasa)147 presente en la membrana de las células fagocíticas. La NADPH

oxidasa cataliza la reducción del Oz en 02' a expensas de NADPH:

2 Oz+ NADPH —, 2 Oz'+ NADP++ H’
NADPHoxidasa

El 02' es capaz de reaccionar con una amplia variedad de sustratos

biológicos, pero por sí solo no cumple un rol relevante en las respuestas

citotóxicas desarrolladas. Esto se debe a su escaso poder oxidante y a la

velocidad y eficiencia con que dos moléculas de 02' se combinan para formar



peróxido de hidrógeno. Esta reacción puede ocurrir simultáneamente o ser

catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD)

2 Oz- + 2 H+ . HZOZ + OZ

500

El radical hidroxilo (OH') se origina mediante la interacción de Oz y HZOZa

través de la reacción de Haber-Weiss, catalizada por Fe3*.“a

Fe3*+ 02' ———> Fe2'+02

Fez‘ + Hzoz _. Fe3' + OH° + OH'

El radical hidroxilo es un poderoso oxidante que sustrae electrones de una

gran variedad de compuestos y genera la formación de nuevos radicales

capaces de oxidar otras sustancias:

OH. + R —-—> OH' + R.

La actividad oxidante de las ROS contribuye a la destrucción y digestión de

los microorganismos fagocitados.

Las ROS pueden ser liberadas por los leucocitos al espacio extracelular

incrementando la expresión de las citoquinas, quemoquinas y de las moléculas

de adhesión Ieucocitaria endotelial amplificando la cascada que da lugar a la

respuesta inflamatoria.

Cuandoestos mediadores químicos se liberan a altas concentraciones pueden

producir lesiones en el huésped como lesión de células endoteliales

(incremento de la permeabilidad capilar), inactivación de anti-proteasas (con

la consecuente destrucción de la matriz extracelular) y lesiones de otros



tipos celulares (células tumorales, eritrocitos etc). Por esta razón en todos

los tejidos se encuentran moléculas antioxidantes protectoras frente a las

ROS. Entre estos antioxidantes se encuentran las enzimas SOD, catalasa y

glutatión peroxidasa.

o A.2-Generación de Especies Reactivos del Nitrógeno (RNS)

La ¡NOS (óxido nítrico sintasa inducible) es una enzima presente en

fagocitos, cuya activación y expresión es inducida por citoquinas

inflamatorias.149 Esta enzima combina el 02 con la arginina para dar oxido

nítrico (NO) el cual es tóxico para las bacterias y células tumorales. La ¡NOS

es inducida a nivel transcripcional cuando los macrófagos son activados por

las citoquinas (TNF-a, IFN-y).

L-Arginina + Oz + NADPH l NO + L-citrulina+ NADP‘

¡NOS

El NO tiene una vida media muy corta en los tejidos porque reacciona con el

Oz y el Oz". El producto de la reacción con este último es el peroxinitrito.

Este último oxida y nitrosila macromoléculas, amplificando el efecto
bactericida.

Nom; —> ONoo'

Si bien la actividad oxidante de las ROS y las RNS contribuyen a la

destrucción y digestión de los microorganismos fagocitados y son

fundamentales como línea de defensa frente a agentes patógenos, un

aumento en el número o función de los leucocitos producido por Ia exposición

a los contaminantes presentes en el aire está también asociado al desarrollo

de daño o enfermedad pulmonar debido a la generación excesiva de estas

moléculas altamente reactivos.71



Por otra parte los macrófagos alveolares están enriquecidos en enzimas que

metabolizan xenobióticos. Este proceso contribuyen a la generación de

ROS. ¡50'15‘ Los xenobióticos (compuestos ajenos al cuerpo) de mayor

importancia son los fármacos, carcinógenos químicosy compuestos presentes

en el ambiente como, por ejemplo, hidrocarburos poli-aromáticos (PAH).Gran

parte de estos compuestos se metaboliza en el hígado, pero en el pulmón

también se encuentran enzimas detoxificantes en niveles considerables.

Ejemplos de estas enzimas incluyen citocromo P4501A1 (metaboliza

PAH)152'153y glutation -S transferasa (GST).154

B-MECANISMOS OXIGENO-INDEPENDIENTES

La destrucción del material fagocitado también puede ocurrir por acción de

sustancias contenidas en los gránulos de los leucocitos. El fagosoma puede

fusionarse con gránulos que poseen componentes destructivos. Los PMN

presentan gránulos primarias o azuráfi/os (que contienen enzimas

microbicidas como Iisozima, enzimas neutras como elastasa e hidrolasas

ácidas como B-N-acetil-glucosaminidasa (NAG) y gm'nu/os' secundarios o

especificos (que contienen enzimas como fosfatasas alcalinas y Iisozima y

proteínas de transporte como lactoferrina, entre otras).57 Los MApresentan

altos niveles de enzimas hidrolíticas como fosfatasa alcalina, NAG, Iisozima y

enzima convertidora de angiotensina (ACE).

MEDIADORES QUÍMICOS DE LA INFLAMACIÓN

Los principales tipos celulares que secretan o sintetizan mediadores químicos

son: las plaquetas, los PMN, los monocitos/macrófagos y los mastocitos,

aunque las células mesenquimales (endotelio, músculo liso, fibroblasto) y la

mayor parte de los epitelios también pueden ser inducidos para elaborar

algunos de los mediadores. Entre estos podemos destacar:



A-CITOQUINAS y QUEMOQUINAS

La citoquinas son proteínas producidas durante las respuestas inmunitaria e

inflamatoria por muchos tipos celulares y regulan la función de otros tipos

celulares.

Las interleuquinas representan una amplia gama de citoquinas elaboradas por

células principalmente por células hematopoyéticas y cuya principal acción se

realiza sobre los leucocitos.

La IL-l y el TNF-a son mediadores de Ia inflamación. Estas citoquinas

comparten muchas propiedades biológicas y son producidas por macrófagos

activados. Su secreción es estimulada por endotoxinas, inmunocomplejos,

toxinas, lesiones fisicas y diversos procesos inflamatorios.‘55"56Inducen Ia

expresión de moléculas de adhesión endotelial y de mediadores químicos,

comoquemoquinas,factores de crecimiento, eicosanoides y NO.

Las quemoquinas son citoquinas que tienen la capacidad de estimular el

movimiento leucocitario (quimiocinesis) y el movimiento dirigido (quimiotaxis).

Entre ellas se encuentra la IL-8, presente en humanos (MIP-Z-roedores).157

B-OXIDO NÍTRICO (NO)

El óxido nítrico fue descrito inicialmente como un factor liberado por las

células endoteliales cuya acción principal es Ia vasodilatación a través de la

relajación del músculo liso de Ia pared vascular ‘58Es un gas soluble,

sintetizado principalmente por células endoteliales, pero también por muy

variados tipos celulares, en particular, macrófagos y neuronas. El NO es un

potente vasodilatador, reduce la agregación y adhesión plaquetaria y actúa

como regulador del reclutamiento de leucocitos. También actúa en la

respuesta del huésped frente a la infección, con efectos citotóxicos sobre

bacterias, helmintos, protozoos y células tumorales, con el riesgo de una

reacción inflamatoria potencial sobre células y tejidos del huésped.



DEBIDO AL CRECIENTE AUMENTO DE LAS EMISIONES DE

MATERIAL PARTICULADO DE ORISEN ANTROROEE'NISO y LA

SONSIEUIENTE CONTAMINACIÓN DEL AIRE, ES DE INTERÉS EL

ESTUDIO DE LOS EFECTOS INMEDIA TOS PRODUCIDOS EN EL

ARARATO RESRIRATORIO DEBIDO A QUE ESTE CONSUTUYE LA VI'A

DE ENTRADA DE LOS CONTAMINANTES AL ORSANISMO. EN

NUESTRO RAI'S ES ESCASA LA INFORMACIÓN SOBRE ESTA

RROBLEMA’TISA.



OBJETIVOS



OBJETIVOS GENERALES

Se ha demostrado que los altos niveles de particulas contaminantes del aire,

depositados en las vías respiratorias, producen numerosas patologías

pulmonares y cardiovasculares en el hombre, con el consiguiente perjuicio a

nivel económico y de salud pública.

Este trabajo consiste en el estudio de Ia acción de MPsobre las vías aéreas

de animales experimentales ¡n vivo y sobre células inflamatorias ¡n w'fr'o y su

relación con las caracteristicas fisicoquímicas de las mismas. A este fin se

utilizarán partículas contaminantes antropogénicas originadas en fuentes

emisoras de MPlocalizadas en distintos lugares geográficos. Estas particulas

provienen de procesos de combustión de carbón y de derivados del petróleo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluación de los efectos de MP proveniente de Ia combustión de derivados

del petróleo y del carbón:

A) MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DEL CARBON:

COAL FLY ASH (CFA)

La combustión del carbón para la generación de corriente eléctrica genera

cantidades significativas de CFA cuya emisión al aire se controla mediante

adecuados dispositivos de control. Si bien las centrales generadoras utilizan

tecnologías efectivas para la reducción de MP, los dispositivos utilizados

presentan una baja eficiencia para la retención de partículas ultrafinas. El

análisis de los efectos biológicosde sus fracciones contribuirá a determinar

sus propiedades toxicológicas. Por esta razón en este trabajo se evaluarán



los efectos biológicos de las fracciones coars‘e, fine y u/fr'af/ne y su relación

con las características físico-químicas de las mismas. Se realizará un estudio

comparativo entre CFA proveniente de carbón bituminoso y sub-bituminoso

con el fin de establecer el efecto diferencial de carbón de diferente origen

geológico.

B) MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DE DERIVADOS

DEL PETRÓLEO: COQUE y MP DE ORIGEN URBANO

La actividad industrial, basada en Ia combustión de productos derivados del

petróleo, es otra fuente importante de MP.Eneste trabajo se estudiarán los

efectos producidos por partículas de coque provenientes de una planta

productora que en los últimos años ha generado frecuentes episodios de

emisión accidental del producto, con Ia consiguiente exposición al mismo de Ia

poblaciónaledaña al establecimiento.

El MP de origen urbano (emisiones producidas por la combustión de vehículos,

emisiones domésticas etc.) también es otra fuente importante de

contaminación del aire. Por lo tanto su acción como agente nocivo para la

salud de Ia poblaciónserá evaluada experimentalmente en este trabajo.



MATERIALES Y MÉTODOS



SECCIÓN I: Material Parficulado



1-ORIGEN Y MUESTREO DEL MP

1.1-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DEL

CARBÓN.

COAL FLY ASH

La obtención de cenizas producidas por Ia combustión del carbón (CFA) se

realizó en el National Risk Management Research Laboratory, (NRMRL,US

EPA). Se utilizaron dos tipos de carbón de diferente origen geológico y

localización geográfica: Montana (sub-bituminoso) y W. Kentucky

(bituminoso) los cuales presentan un contenido de azufre de 0,83 y 3,11%

respectivamente y de cenizas de 11,72 y 8,07% respectivamente.159 Es de

especial interés para el NRMRcaracterizar las partículas de CFA debido al

frecuente empleo del carbón como combustible para generación de

electricidad en USA. Si bien este combustible es más contaminante que los

derivados del petróleo, su abundante existencia explica su amplia utilización

para estos fines.

La producción de estas cenizas se llevó a cabo experimentalmente, a escala

de laboratorio, utilizando un horno de combustión. Las condiciones se

mantuvieron similares a las encontradas en las unidades de combustión a gran

escala.l"€’°'161

Luego de la combustión de los dos tipos de carbón se recolectaron tres

fracciones de cada uno que difieren en su diámetro aerodinámico: Coar's'e,

Finey U/fraf/ne.

Grandes cantidades de partículas F y C se recolectaron por medio de un

ciclón. El MP resultante se recolectó sobre filtros de Teflón de 64,8 cm de

diámetro. A continuaciónse transfirieron a un recipiente para muestras y se

conservaron en un desecador a temperatura ambiente. Las partículas UF

utilizando un impactador de baja presión.l"‘2Se tomaron muestras de los
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cuatro niveles inferiores del impactador, los cuales concentran partículas con

un diámetro menor a 0,2 pm.

LaS PROCESOS DE SENERAao'N DE ENERSÍA ELÉCTRICA EN BASE A LA

COMBUSTÏÓN DEL ¿'ARBóN PUEDEN REPRODUcIRSE A PEQUEÑA ESCALA y, DE ESTA

MANERA, FAaLIrAR LA OBTENCIÓN DE LAS FRACCIONES DE DISTINTO

DIÁMETPO AERODINÁMIC'O: COARSE (C), FINE (F) y ULTRAEINE (UF). ESTO

PERMITÏRÁ EL ESTUDIO DE LOS EFECTOS BIOLÓSICOS DE CADA UNA DE LAS TRES

FRACCIONES.

1.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DE

DERIVADOS DEL PETRÓLEO

COQUE DE PETROLEO

La Secretaría de Política Ambiental de la Provincia de Buenos Aires (SPABA)

recibió reiteradas denuncias en relación al depósito de partículas

contaminantes en diversas zonas cercanas al puerto de Ia ciudad de La Plata.

Este organismo seleccionó una planta industrial productora de coque, cercana

a los domicilios afectados, como probable responsable de Ia emisión de las

partículas. Esta industria utiliza coque crudo como materia prima que llega a

la planta vía pluvial y es almacenado en grandes pilas. Por medio de cintas es

transportado a hornos donde se calcina a muyaltas temperaturas. De manera

que existe la posibilidad de que las partículas provengan de las pilas o del

sistema de transporte del coque crudo o de la chimenea de la planta donde se

calcina el coque. La SPABAtomó muestras de las partículas depositadas en el

suelo en varios puntos de la zona de influencia de la planta y las envió al

Grupo Monitoreo Ambiental (GMA-CNEA) para realizar estudios que

permitan identificar el origen de las mismas.
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hooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

MP DE ORIGEN URBANO

La muestra representativa se tomó en el Centro Atómico Constithentes

(CNEA) que se encuentra ubicado en Ia Avenida General Paz, vía de alto

tránsito vehicular. Estas partículas se recolectaron sobre filtros de teflón

(Fisher Scientific, 37mm de diámetro, 2 um de poro), utilizando un equipo

muestreador de bajo volumen (MinivolAir Sampler-Airmetrics USA- Figura

1). El caudal de muestreo fue de 5L /min y se muestreó con el cabezal para

PM2_5.Esto asegura la obtención de una muestra representativa de MP

urbana, con un dde< 2,5.

Los filtros sín muestra (blancos) se pesaron en una microbalanza y se

controló que la humedad de los mismos se mantuviera por debajo del 20°/o.

Estos fueron transportados al lugar de muestreo en cajas de Petri. Luegode

recolectar el material los filtros se colocaron durante 24 hrs. en un

desecador y se pesaron nuevamente bajo las condiciones previamente

establecidas para los blancos. Posteriormente se agregaron 2 ml de PBS a la

caja de Petri conteniendo el filtro con la muestra. A continuación se realizó

un scrapp/hg (raspado) de los mismos para obtener una suspensión de

partículas la cual fue posteriormente esterilizada por autoclave. La masa de

MPpor filtro es la diferencia de peso entre el filtro con muestra y el mismo

filtro pesado previamente al muestreo (blanco).

Figura 1: equipo muestreador de
bajo volumen (Minívol Air Sampler­
Airmetrics USA) utilizado para el
muestreo de PM25
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LOS EFECTOS BIOLÓSICOS DE MP GENERADO POR LAS COMBUSTÏONES

INCOMPLETAS DE DERIVADOS DEL PETRÓLEO PROVENIENTES DE ACTIVIDADES

INDUSTRIALES Y URBANAS AFECTAN LA SALUD DE LA POBLACIÓN. ESTA

PROBLEMAITÏCAES TA,P060 DOCUMENTADAEN NUESTRO PAÍS.

2-CARACTERIZACIÓN DEL MP

A fin de determinar qué componentes del MP empleado en este estudio son

los que ocasionan efectos biológicos, es importante el conocimiento tanto de

las características físicas (tamaño, morfología y estructura cristalina) como

químicas (composición elemental y componentes asociados a la superficie ­

azufre, trazas de metales, compuestos orgánicos-) del material particulado.

Para esto se utilizaron diferentes técnicas según las características del

material y Ia disponibilidad de equipamiento.

2.1-DIFRACCIÓN DE RAYOS x (DRX).

Esta técnica permite Ia identificación de la composición mineralógica de una

muestra cristalina y está basada en las interferencias ópticas que se

producen cuando una radiación monocromática atraviesa una rendiJ'a de

espesor comparable a Ia longitud de onda de la radiación. El ana'lisis de la

muestra cristalina se realiza mediante un diagrama de difracción. Este es

como una “huella digital" que la caracteriza y consiste en un conjunto de

reflexiones de variada intensidad que dependen de Ia distribución de los

planos que contienen los átomos del material. La intensidad de los picos

depende de la homogeneidad de la muestra, del tamaño del grano y de Ia

orientación preferencial de las particulas. Las muestras no recibieron ningún

tratamiento previo. Fueron molidas en un mortero de ágata para lograr una



buena homogeneización, y 500 mg de muestra se colocaron en un porta­

muestras de aluminiopara cada medición.

En este estudio se empleó un equipo Philips X’ Pert, con una unidad PW3710.

Se empleó radiación de Cu Ka (A = 1.5418 Á) y monocromador de grafito,

ventanas de medio grado y pasos de 0,02° en 28 con tiempo de conteo de 2

segundos por paso en el rango de 10° < 29 < 70°. Los diagramas obtenidos

fueron procesados por el conjunto de programas PC-APD de Philips, que

permiten obtener la posición y la intensidad de los picos del diagrama. Para

determinar las fases presentes en cada muestra se hace una identificación

utilizando el programa de PHiIips PC-Identify, que permite reconocer los

componentes presentes contrastando con una base de datos.163

2.2-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (SEM).

Esta técnica permite identificar muestras en base a sus características

morfológicas de superficie. Las muestras estudiadas se prepararon

esparciendo las mismas sobre cinta adhesiva doble faz adherida a un porta­

muestra. En algunos casos, se las recubrió con una fina capa de metal

conductor (Au) para mejorar Ia calidad de su observación. Se empleó un

microscopio electrónico de barrido SEM Philips 515, (EDX 4100 y detector

Si/Li y ventana de Be).

El estudio de la composición elemental se realizó mediante Espectrometría

de Energía Dispersiva de Rayos X (EDX). ‘64La principal ventaja de la técnica

de microanálisis es la posibilidad de analizar pequeños volúmenes de muestra

sólida. Los resultados se presentan en forma de espectro de energía

(intensidad de pico en función de energía en KeV)y posteriormente como

porcentajes respecto del total de elementos analizados.
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SECCIÓN II: Ensayos Biológicos



1-ANIMALES

Se utilizaron ratones de la cepa CD-l de 20 gramos (provenientes de Charles

River -Raleigh, NC, USA) y ratas ¡ri/¡star de 250-3509 (provenientes del

Bioterio del CAE, CNEA). Todos los animales recibieron alimentación aa’

//'b/'fum.

Z-ESTUDIOS IN VIV0

2.1-PREPARACIÓN DEL MP.

Las partículas de cada muestra fueron suspendidas en solución salina (NaCl

0,15 M) suplementada con gentamicina (10 mg/ml) a una concentración de

2mg/ml. Las partículas se sonicaron durante 20 minutos en un baño de agua

ultrasónico (Ultrasonic Devices, Plainview) previo a la ¡nstilación o dilución.

2.2-INSTILACIÓN INTRATRAQUEAL(IT)

Ratones CD1 fueron instilados por vía intratraqueal con solución salina ó

suspensión de partículas (1.25 ó 5mg/kg). Los ratones fueron anestesiados

con ketamina-xilazina (1,82mg/lOOg de ketamina y 0,27mg/IOOg de xilazina).

Se utilizó una aguja intragástrica N°24 con una esfera de 1.25 mm de

diámetro en el extremo. Esta aguja se conectó a una jeringa de 1 ml. Los

ratones se colocaron en posición vertical, Ia aguja se introdujo en la cavidad

oral y se instilaron 50 ul de solución salina o de Ia muestra a estudiar.

Los ratones instilados con solución salina se emplearon como controles

negativos mientras que los ratones instilados con endotoxina bacteriana (10

ug LPS/ ratón) se emplearon como controles positivos para demostrar que los

animales son capaces de responder a estímulos inflamatorios.

45



Los ratones utilizados para el estudio con DMTU recibieron una inyección

intraperitoneal (i.p.) de 0.5 ml de solución salina o de DMTU(500 mg/kg), 30

minutos previos a la instilación.

2.3-LAVADO BRONQUEOALVEOLAR (BAL) y RECUENTO
DIFERENCIAL DE CÉLULAS

Los animales fueron sacrificados 18 hrs luego de Ia IT. Para realizar el BAL

se expuso la tráquea de la rata, se practicó un pequeño orificio entre los

anillos cartilaginosos y se introdujo un trocar (No. 19) en el orificio y los

pulmones se lavaron dos veces con PBS (35 ml/kg, total: 1,5-2 ml). La

suspensión celular resultante fue centrifugada a 1000 g durante IO minutos.

Posteriormente se obtuvieron dos fracciones: el sobrenadante (para la

evaluación de parámetros bioquímicosy citoquinas) y el pel/ef celular (para la

cuantificación de las diferentes poblaciones celulares).

El pe/lef obtenido fue resuspendido en medio RPMI 1640 suplementado con

10% de SFB inactivado (20 minutos a 60° C), 200 mM de glutamina y 60 U

penicilina/estreptomicina y el sobrenadante (BALF-Iavado bronca-alveolar

fluído) se guardó a -20°C para posteriores determinaciones bioquímicasy de

citoquinas.

A partir del pe//efse realizó un recuento total de células por ratón utilizando

una cámara de Neubauer y se midió la viabilidad celular mediante el me'todo

de exclusión de azul tripán. La viabilidad resultó mayor a| 95%. Mediante el

empleo de una citocentrífuga se obtuvieron preparados celulares sobre

portaobjetos, los cuales se tiñeron posteriormente con Diff Quick ó May­

GrümwaId-Giemsa. Esto permitió la identificación y cuantificación de

macrófagos, PMN, eosinófilos y linfocitos en el BAL. Los recuentos se

realizaron por duplicado en dos preparados diferentes, se contaron 200

células por ratón, y se calcularon porcentajes de cada tipo celular con
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respecto al total. El peso de los animales empleados, así como también el

volumen empleado para realizar los lavados y el volumen de BALextraído por

ratón eran homogéneos, por lo tanto los valores de número total de células

expresados comocélulas/ BAL,son representativos.

3-ESTUDIOS IN VITPO

Mediante lavado bronco-alveolar (BAL)de ratas se obtuvieron poblaciones de

MA en cantidad suficiente para los estudios ¡n vitro. Brevemente, se expuso

la tráquea de la rata, se practicó un pequeño orificio entre los anillos

cartilaginosos y se introdujo una sonda intragástrica acoplada a una Jeringa

de 5 ml. Los pulmones se Iavaron cuatro veces con 5 ml de PBS (1 ml/Kg, total

20 ml). Se recolectaron en el mismo tubo de centrífuga los BAL

correspondientes a 5 ratas. La suspensión celular resultante fue

centrifugada a 1000 g durante 10 minutos. El pe//ef obtenido fue

resuspendido en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB inactivado

(20 minutos a 60° C), 200 mM de glutamina y 60 U penicilina/estreptomicina.

Posteriormente se realizó el recuento en una cámara de Neubauer y las

células se resuspendieron a la densidad adecuada. También se evaluó su

viabilidad mediante el me’todode exclusión de azul tripán. En todos los casos

se utilizaron poblaciones celulares con una viabilidad celular mayor al 95°/o.

Los MA de rata se sembraron a la densidad adecuada según los ensayos: 106

células /cápsula (33 mmz) ó 2x105 células/pocillo (en placas de 96 pocillos) y

se ¡ncubaron a 37 °C en una atmósfera húmeda, al 5% de COZdurante 2 hrs.

A continuación se descartó el medio de cultivo para remover las células no

adheridas, se agregó medio fresco y se mantuvieron en cultivo durante 24

hrs. Las suspensiones de MPse prepararon el mismo día de su utilización: las

muestras de partículas fueron suspendidas en medio RPMI suplementado con
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2°/ode SFB y se sonicaron durante 30 minutos. A continuación se agregaron a

los cultivos.

Luego de 24 hrs de incubación, se recolectaron los sobrenadantes para

determinaciones de parámetros bioquímicos,citoquinas y nitritos. Sobre las

monocapas de células se realizaron los ensayos de viabilidad y de estrés

oxidativo.

4- DETERMINACIONES

4.1-VIABILIDAD

CAPTACIÓN DE ROJO NEUTRO (RN).

El Rojo Neutro es un colorante vital que es incorporado en forma activa

únicamente por los Iisosomas de células viables165y se utiliza frecuentemente

para determinar la viabilidad celular.

Finalizado el tiempo de incubación con el MP, los cultivos de MA se lavaron

con PBS y se cubrieron con RN (50 ug/ml). A fín de permitir la evaluación al

microscopio óptico se modificó Ia técnica original 166: luego de 3 hrs de

incubación a 37°C, las células se fijaron con paraformaldehido al 4°/odurante

10 minutos. Se evaluó Ia viabilidad determinando el porcentaje de células que

captaron el colorante. Esta modificación debió ser realizada dado que no es

posible extraer el RN acumuladocon metanol/ácido acético para su posterior

lectura espectrofotométrica pues la presencia de MPintracelular enmascara

el resultado final.
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4.2.-PARÁMETROSBIOQUÍMICOS

-LACTATO DESHIDROGENASA(LDH): se trata de un marcador de necrosis

celular. 167Se determinó mediante espectrofotometría utilizando un kit

comercial.

-ALBÚMINA: un marcador de daño de los capilares pulmonares. ‘68 Se

determinaron con un k/‘f comercial realizando una curva estándar con

albúmina bovina.

-N ACETYL B D GLUCOSAMINIDASA (NAG): marcador de activación de

macrófagos. Se determinó utilizando un kíf comercial.169
-PROTE'NA5 TOTALES: marcador de edema. Se determinó utilizando

Coomas'síe B/uey se empleó una curva estándar de albúmina bovina. .170

4.3-CITOQUINAS

Los macrófagos alveolares se sembraron a una densidad de 106

células/cápsula en presencia de 250 pg/ml de MP y se incubaron a 37 °C

durante 24 hrs. Posteriormente se evaluó el contenido de citoquinas el medio

celular así como también en el BALFde los animales tratados ¡n vivo.

TNF-a

Se evaluó de dos maneras: la determinación de TNF-a en BALFde animales

instilados con CFA se realizó utilizando un k/‘f comercial, mientras que los

niveles de TNF-a en BALFde animales instilados con MP carbonoso (coque y

muestra urbana) y en los medios celulares de cultivos de macrófagos

alveolares se determinaron en base a un ensayo biológico sobre la línea

celular L-929.
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A- UULIZANDÜ UN KITCÜMERCIAL:

Se colocó un anticuerpo TNF-a anti-ratón en placas de 96 pocillos durante 18

hrs a temperatura ambiente. La placa se Iavó con PBS (0,05 % Tween 20) y

posteriormente se incubó durante 2 hrs con un buffer de bloqueo a

temperatura ambiente. La placa se lavó 4 veces con PBS (0.05°/oTween 20).

Luego se bloquearon los sitios inespecíficos con 300 ul de PBS (5% de

sacarosa y 1%albúmina bovina) durante dos hrs a temperatura ambiente. Se

realizó la curva de referencia agregando 100 ul de diluciones de estándares

de TNF-a de ratón (0-1000 pg/ml). También se agregaron 100 pl de los

sobrenadantes de las muestras a analizar. Se incubóa temperatura ambiente

durante 2 hrs. Posteriormente a cada pocillo se le agregó 50 ul de un

anticuerpo anti-ratón TNF-a biotinilado y la placa se incubó a temperatura

ambiente durante 2 hrs. Luego la placa se lavó nuevamente y se agregaron en

cada pocillo 100 ul de peroxidasa-streptoavidina. Se incubó a temperatura

ambiente durante 20 minutos. Luego se lavó nuevamente y se agregaron 100

ul de tetrametil benzidina (TMB) a cada pocillo. La placa permaneció en la

oscuridad durante 30 minutos. Para desarrollar el color, se agregaron 100 pl

de ácido sulfúrico a cada pocillo y se cuantificó la absorbancia a 450 nm

utilizando un lector de placas ELISA.

B- TITULACIÓNDE 77VF-aEN BASE/l UN ENSAyo BIOLÓGICÜ 503/25

CÉLULAS L-929.

La presencia de TNF-a se determinó en base a un ensayo biológico sobre la

línea celular de fibroblastos murinos L-929.171 Esta línea celular fue

mantenida en crecimiento exponencial en presencia del medio RPMI 1640,

suplementado con SFB (10%), glutamina (2 mM) y gentamicina (50ug/ml). Se

realizaron dos repiques semanales en una proporción 1/10 y las células se

mantuvieron a 37° C en una atmósfera al 5°/o de COZ. Se utilizó para la

titulación de TNF-a.
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Células L-929 en crecimiento exponencial se suspendieron en medio RPMI

1640 suplementado con 10°/ode SFB y gentamicina (50 ug /ml). Las células se

sembraron en placas de 96 pocillos (2x105 células/pocillo) y se incubaron a

37° C durante 18 hrs para permitir la adherencia de las células. Luego se

agregaron lOOpI de las muestras a titular en diluciones seriadas y

actinomicina-D (5 ug/ml) a cada pocillo.Paralelamente se realizaron controles

positivos de citotoxicidad con TNF-a rm (0.5 pg/ml - 1 ng/ml). Los controles

negativos de lisis celular (0% de lisis celular) recibieron lOOpl de medio de

cultivo. Las placas fueron incubadas durante 24 hrs a 37° C. Posteriormente

se descartaron los sobrenadantes y las células muertas despegadas, se

tiñeron las monocapas remanentes con violeta de genciana (0.05% en metanol

20%), y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. El exceso del

colorante fue removido por lavados repetidos con agua. Posteriormente las

células teñidas se despegaron por el agregado de 50 ul de ácido acético 33°/o

y una leve agitación. Finalmente se determinó la absorbancia a 550 nm en un

espectrofotómetro (Organon Técnica, Argentina).

La presencia de TNF-a resulta citotóxica hacia esta línea celular. Por esta

razón, Ia medida de la lisis celular es una medida semi-cuantitativa del nivel

de TNF-a presente en la muestra. Los valores se expresan como U/ml. Las

Unidades (U) representan Ia dilución a la cual se obtenía el 50°/ode lisis.

MACROPHAGE INFLAMMATORY PROTEIN-Z (MIP-Z) E IL-6. Las

concentraciones de ambas citoquinas se midieron espectrofotométricamente

utilizando kits comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante.
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5-FUNCIONES DE DEFENSA DE Los MACRÓFAGOS
ALVEOLARES

Las células se sembraron a una densidad de 106 células/ml y se incubaron a

37° C durante 2 hrs. Posteriormente se removieron las células adheridas y se

agregó medio fresco con suspensiones de partículas (250 ug/ml) en presencia

y ausencia de 1 pg/ml LPSy/o L-NAME(lmM) durante 24 hrs.

GENERACIÓN DE ANIÓN SUPERÓXIDO.

Se utilizó la técnica de reducción del Nitroblue Tetrazolium (NBT).172Esta

reacción permite evaluar la magnitud del estallido respiratorio mediante la

cuantificación de la formazana depositada intracelularmente luego de la

reducción del NBT por el anión superóxido. Este puede ser generado por

exposición al MP o por estimulo con TPA.

En el primer caso se evaluó la capacidad del MP de generar ROS: cultivos de

MA (loócél /cápsula) se incubaron a 37°C en presencia de de NBT (0.1% en

PBS) y de MP (250 ug/ml) y/o del antioxidante DMTU (lOmM) durante una

hora.

En el segundo caso se evaluó en los MA que habían fagocitado MP la

capacidad de generar ROS como respuesta a un segundo estímulo: MA (106cél

/cápsu|a) se incubaron durante 24 hrs en presencia del MP (250 pg/ml) a

37°C. Finalizada la incubación las células se lavaron con PBS, se agregó NBT

(0.1% en PBS) y TPA (1 pg/ml en acetona) y se incubaron a 37°C (CASO A).

En el segundo caso, luego de las 24 hrs de incubación con el MP, las células se

lavaron con PBS, se agregó medio fresco y se incubó a 37°C durante 24 hrs

más. Posteriormente se realizó el ensayo de NBT como esta descrito

anteriormente para el CASO A (CASO B)



En ambos casos, finalizada la incubación, las células se fijaron con

paraformaldehído 4% y se cuantificó el ensayo mediante observación al

microscopio óptico. Los valores se expresaron como porcentajes de células

reactivos.

GENERACION DE NITRITOS

La generación de nitritos se utilizó como medida indirecta de la generación

de NO. Cultivos de MA (10°céI/cápsula) se incubaron durante 24 hrs a 37°C

en presencia de MP (250 ug/ml) y en presencia o ausencia de un estimulante

(LPS-l ug/ml) y de un inhibidor de la óxido nítrico sintasa (L-NAME -1 mM).

Finalizada Ia incubaciónse recolectaron los sobrenadantes.

Para la determinación de nitritos se mezclaron alícuotas de los

sobrenadantes celulares con volúmenes iguales del reactivo de Greiss (1°/o

sulfanilamida: O.l°/o naftiI-etilendiamina) y se incubaron a temperatura

ambiente durante diez minutos. Se cuantificaron espectrofotométricamente

(540 nm). Los valores de nitritos generados por el metabolismo del óxido

nítrico se calcularon mediante una curva estándar con nitrito de sodio.173

ANÁLISIS DE IMÁGENES DEL MP INCORPORADO POR LOS

MACRÓFAGOS ALVEOLARES

Esta metodología se utilizó para calcular el área de MP incorporada por MP.

Se adquirieron imágenes de macrófagos provenientes del BALFde ratones

instilados con MP (5mg/kg) por microscopía óptica (Zeiss Axiotron MPM

800). El área ocupada por las partículas y el área celular libre remanente se

determinaron utilizando un programa desarrollado en el Laboratorio

LANAIS-CONICET, Unidad de Actividad Radiobiología, CNEA.



Se calculó el Índice Fagocítico (IF) como el porcentaje de células que

incorporaron MP. Dado que el área de los macrófagos es uniforme. Los

valores se expresaron como la media 1 ES del área celular ocupado por MP

/ célula.

6-ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para los experimentos ¡n vivose utilizaron cinco animales por grupo, mientras

que para los experimentos ¡n vitro se tomaron valores de cinco experimentos

independientes. Los valores se expresaron como la media i Es. Los datos se

analizaron mediante análisis de la varianza (ANOVA). Las comparaciones se

realizaron con el test de Mínima Diferencia Significativa, y el error a se

estableció en 0.05. En algunos casos se realizaron comparaciones de a pares

utilizando la prueba T de Student. Se utilizó el programa STATISTICA.



RESULTADOS



SECCIÓN I: Material Parficulado



l-CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL MP

1.1-MPOBTENIDo A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN
DE CARBON: CFA

Luego de la combustión del carbón llevada a cabo a escala de laboratorio, las

cenizas remanentes, coa/ f/y ash (CFA), fueron fraccionadas según su

diámetro aerodinámico en fracciones gruesas (C-caarse), fina (F-fine) y

u/fr'af/ha (UF). Para su estudio se contó con muestras de CFA provenientes

de la combustión de carbón de distinto origen geográfico (Tabla I.1)

LOCALIZACIÓN FRACCIONES
CARBON R“ V60 65061247764 DISPOMBLES

Gruesa- C'oar'se (M C)

MONTANA (M) büfrïïoso Oeste de USA Fina —F¡ne(M F)

Ultrafína (M UF)

WESTERN Gruesa- Coarse (WK C)
KENTUCKY Bituminoso Este de USA

(WK) Fina-Fine (WK F)

Tabla I. 1: fracciones de CFAempleadas en este estudio

COMPOSICIÓN ELEMENTAL

El análisis de cada fracción del CFA (UF, F y C) realizado mediante EDX

reveló las diferencias en la composición elemental de las mismas (Tabla I.2).

Las fracciones F y C de ambos tipos de carbón están constituidas

principalmente por alumino-silicatos y se diferencian entre si por el

contenido de otros elementos. Por ejemplo, las fracciones provenientes de

WKpresentan altos contenidos de Fe y Zn, con valores muy superiores a los
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encontrados en las fracciones de Montana. En Ia Tabla I.2 se incluyen datos

referentes a otros elementos y al contenido de carbono de las fracciones F y

C.Es de destacar el bajo contenido de carbono presente en estas fracciones,

lo cual indica que se trata de partículas “nocarbonosas".

Por otro lado, las partículas M UF, a diferencia de la fracciones F y C, están

enriquecidas particularmente en S y en trazas de diversos elementos (Ba, P,

Sr, V, Nb, Cd, Se, Ga, Cu) careciendo de los elementos Si, Al, Fe, Mg y Ti.

Las microfotografías electrónicas de barrido confirman el tamaño de las

partículas que componen las diferentes fracciones y demuestran la

efectividad de las técnicas de separación empleadas (Figuras 1.1,1.2y 1.3).



Tabla 1.2: concentraciones de frazas de elementos en las diferentes fracciones:
Montana (M) y W Kentucky (WK)174

Elementos M UF M F M C WK F WK C

mg/ g CFA mg/ g CFA m9] g CFA mg] g CFA mg] g CFA
Si 28.500 156.742 222.875 194.800 210.850
AI 9.370 103.979 108.800 104.900 102.525
Ca 82.900 89.858 115.175 4.108 3.403
Fe 6.920 53.929 30.350 135.800 143.350
Na — 2.624 2.265 1.480 1.275
S 39.400 7.070 9.130 9.438 5.373

Mg 14.600 27.721 31.300 5.120 5.018
Ti 1.845 6.353 6.180 6.448 5.485
K 1.155 9.358 5.660 17.100 15.725
Cl 659 1.264 1.460 1.107 1.075
Ba 16.200 2.298 1.843 247 247
P 10.530 1.080 979 618 406

Sr 7.480 3.426 3.858 141 114
Zr' - 332 410 213 214
V 712 208 108 361 333
Ni 330 347 - 72 47
Nb 910 176 22 24 20
Mn 487 1.048 907 138 126
Cd 1.620 463 — - 19
Se 565 136 - 44 20
Ga 460 83 27 52 26
Cu 420 320 77 96 64
Zn - 456 67 780 391
Ge - 137 19 256 112
Y - 296 42 77 57
Co - 57 - 116 110
Mo - 79 43 125 63
Br - 27 80 29
Sc - 29 36 20 20
Sn — 27 28 — ­

Pb - 79 41 55 ­

Elementos 22,5 47,0 54,1 48,3 49,6
‘70

Oxígeno °/o 16,4 44,5 45,2 40,2 41,4
Carbono °/o - 0,4 0,5 11,2 8,8

ND°/o 61,0
Total °/o 100,0 91,9 99,9 99,9 99,9
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MONTANACOARSE

Elementos

AI Si Ca Fe

c70
35,4 57,5

44I
2.6

Elementos

M9 AI Si K Ca Ti Fe

o/O 3,1
25,1 46,7 14,9

37 11 5,2

Elementos

M9 AI Si S K
Ca Ti Fe

3,0
26,2 41,3

21 7,7 46 2O
12,8

Figura1.1:microfotografiaselectrónicasde barridoycomposiciónelementalrepresentadamedianteespectrosdeenergía (intensidaddepicoenfunciónde energíaenKeV)obtenidosporEDX) delasfraccionesMCyMF

SiMontanaCÜCLFSE Si

MontanaFine



MONTANAULTRAFINE

Elemen’ros

M9 AI S Ca

12,2 18,6 312 37,9

Elementos

M9 AI Si M

Figura1.2:microfo‘rografíaselecTrónicasde barridoycomposiciónelementalrepresentadamedianTeespecfr'osdeenergía (intensidaddepicoenfunciónde eneríaenKeV)obtenidosporEDX) delaraccíónMUF

MonfanaUhmfme

I"IIIll.IIIlililll”su6“III



WKENTUCKYCOARSE WKENTUCKYFINE

EIemen'ros

°/o

AI Si S Fe

13.8 22.3 42.3 21.5

Elemen‘ros

AI Si

17.74 42.27
3.74 13.96

2.15
20.13

19.6 37.6 29.3
11.02

¡HtnuananoHIunenuiwïïi“

Elementos

%

AI Si 5 Tí Fe

25,0

Figura1.3:microfo‘rografíaselectrónicasdebarrido ycomposiciónelemental,represenfadamedian‘re especTr‘osdeenergía(intensidaddepico enfuncióndeenergíaenKeV)ob‘renidosporEDX

Si

W[enfuckyCours:

I"lllIII¡-lllOilIIILilIIIII

WKenmckyFine

60



CARACTERIZACION DE LA MATRIZ POR DRX

El análisis mediante DRX permitió confirmar que se trata de alumino­

si licatos, con muy bajo contenido de carbono (excepto MUF)

A-MONTANA

Al comparar las muestras provenientes de la combustión del carbón de

Montana por medio de DRX,observamos que MC y MUF son muy diferentes

entre sí, mientras que en MF encontramos algunos componentes comunes a

ambas muestras. En los tres diagramas de difracción se observa una

concentración relativamente baja de una fase amorfa por la presencia de una

elevación en la línea de base en la zona 20° <29 <35° (Figura 1.4).

En la Figura 1.5 observamos que M UF esta constituida mayoritariamente por

sulfato de Ca.

En la Figura 1.6 podemos confirmar que las fracciones C y F presentan un

importante contenido de cuarzo (SiOz) y también cantidades apreciables de

mullita (Al65i203)

gm Monlana
o
3...
UÜ
2m
Ü
5z“.

.o'h'ñ'k'á h‘h
29(nngulo)Course Fine Ultrafine

Figura 1 .4: diagramas de difracción de las fracciones MC,MFy MUF
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m M UF

‘II

MUFi l II iii 111 i l
Ca(SO4i ll I ll lllllllll lllllll Ill]

Figura 1 .5: identificación de las reflexiones obtenidas en el diagrama
de difracción de la fracción MUF.

1m MC

Cuentas(7.)

IIIIHIHIIIU I UII] II]

Figura 1.6: identificación de las reflexiones obfenídas en el diagrama de
difracción de la fracción MC,
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B-WESTERN KENTUCKY

WKF y WKC son muy similares entre sí (Figura 1.7). Están compuestas

mayoritariamente por sílice (SiOz), en forma de cuarzo, y alumino-silicatos

de Ca, Mg y Fe. La diferencia fundamental es la presencia de abundante Fe

metálico en WK F (Figura 1.5), representada por una reflexión de intensidad

importante en la zona 26 <45°. En WKCse observa Ia presencia de titanato

de Ca y óxido de hierro (Figuras 1.8 A y B). En las dos fracciones se observa

una fase amorfa (idem Montana).

u fifl

,2 Western
g coa

8 Kentucky
g .1m
Q
á mu
E

‘3 2suZ

Coarse Fine 29(°"9"I°)

Figura 1 .7: diagramas de difracción de las fracciones WKCy WKF
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Cuentas(7o)

¿lll 1L

WKCome l 1 I II I l II lll] I] l
SiOZ

IIIII] ll

:c¿Cu
AlóSiZO3

¿02103

WK'FineIl l Il If“ l ll“ lll]
SiOZ

AIÓSÍZOS
¿0525104

Fe

Figura l .8: idenfifícacíón de las reflexiones obtenidas en los diagramas de
difracción de las fracciones WKC(A)yWK F(B)
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1.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTIÓN DE

DERIVADOS DEL PETRÓLEO.

1.2.1-COQUE

Luego de un episodio accidental de emisión de MP en una zona de la Provincia

de Buenos Aires, se recolectaron en el suelo de viviendas cercanas a una

coquería, en dos lugares diferentes, dos muestras ambientales (6110y 6301). A

fin de determinar la procedencia del MP de las muestras ambientales y dado

que existía una alta probabilidad de que estas muestras contuvieran coque, se

realizó un análisis mediante DRXy EDX comparando las muestras obtenidas en

la coquería (coque calcinado y coque crudo) y las muestras recolectadas en las

viviendas.

COMPOSICIÓN ELEMENTAL

MUES 772/15 PROVENIEN TES DEL ES TABLECIMIENTO INDUSTPIAL

A nivel morfológico se aprecia que la mayoría de las partículas de coque crudo

presentan superficies lisas (Figura 1.10-A)mientras que las partículas de coque

calcinado presentan poros (Figura 1.10-B)

Ambas muestras de coque (crudo y calcinado) presentan un importante

contenido de S (Figura 1.10—Ay B). También se detectaron Al, Si, Ca y Fe, que

son elementos mayoritarios de Ia tierra.
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Coque Crudo

¿inanLII 2." 3M (H S." ¡H

Coque calcinado
s

A CG Fg

LU 7‘“ 3m 4.. sm G.” lll un a» 10m

Figura 1.10: microfotografías electrónicas de barrido y composición
elementalrepresentadamedianteespectros de energía (intensidad de pico
en función de energía en KeV) obtenidos por EDX de las muestras
patrón: coque crudo (A) y coque calcinado (B).

MUESTRAS AMBIENTALES RECOLECTADOS EN VIVIENDAS CERCANAS

AL ES TABLECÏMIENTÜINDUSTRIAL

Debido al alto contenido de azufre presente en las muestras de coque

provenientes del establecimiento industrial se empleóazufre (S) comotrazador

para identificar coque en las muestras recolectadas en ias viviendas, para su

ana’iisismediante EDX.Los espectros de energía indican que ambos muestras

ambientaíes presentan partículas con S. Además en la muestra 6110
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observamos particulas que presentan un pico importante de Si (Figura 1.11-A),

mientras que en Ia 6301 (Figura 1.11-B)observamos un pico importante de Ca, AI

y Fe indicando que ambas muestras presentan particulas del suelo.

Figura 1.11: microfotografías electrónicas de barrido y composición
elementalrepresentada medianteespectros de energía (intensidad de
pico en función de energia en KeV) obtenidos por EDX de las
muestras ambientales 6110 (A) y 6301(B) recolectadas en las
viviendas.
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CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS DE COQUE POR DRX

MUESrms PAmai/v PROVENIENTES DEL ES TABLECIMIENTO

INDU5772IAL

En la Figura 1.12 se muestran los diagramas de difracción del coque crudo y

el coque calcinado. El coque crudo presenta un Típicopatrón de difracción de

una muestra amorfa: un máximo muy ancho en la zona de bajo ángulo y una

sola reflexión muyancha y de baja intensidad en 26 = 25°.

f -Crudo

30 ¡0 50 60 70

Jr!(grados)

Figura 1 .12: diagramas de difracción del coque crudo y calcinado

El coque calcinado, es más cristalino y su análisis de identificación permi‘re

comprobar que las reflexiones se corresponden con el carbono (ficha 41­

1487) indicando un contenido imporTanTede grafi‘ro (Figura 1.13.)
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IDO

Númerodecuenta:
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6020(grados?

Cd' "J n 1 fir 1

Graan I 1 l l l l I l

Figura 1.13: comparación de las reflexiones de coque calcinado con las del
carbono

Se prepararon mezclas con proporciones conocidas de las muestras de la

coquería a fin de identificar coque crudo ó coque calcinado en las muestras

ambientales. Los diagramas de difracción correspondientes a estas mezclas

indican que a medida que el porcentaje de coque calcinado aumenta, Ia

intensidad del fondo decrece y la intensidad del pico aumenta

proporcionalmente (Figura 1.14). Hay dos zonas en el diagrama de difracción

que permiten hacer una evaluación de porcentajes de coque crudo y calcinado:

1) la zona de bajo ángulo y 2) la zona de la reflexión intensa (26 = 25°). En

ambos casos el comportamiento entre el número de cuentas y el porcentaje de

calcinado es prácticamente lineal, de manera que es posible utilizar cualquiera

de las dos zonas para la cuantificación del aporte de cada una de estas fuentes

en una muestra ambiental.
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2500 o

A -—100%Cmdo

200°“ H —75‘/.Cmdo.machado
A1 —somwa 50%camadaI - 25%Crudo. 75%Calchado

g ‘500 " i 100%Cabhado

60 7o

20 (grados)

Figura 1.14: diagramas de difracción para muestras preparadas con dísfin‘ras
proporciones de las fuentes de emisión.

MUE5772A5 AMBIENTALES RECOLEC'TADASEN VIVIENDAS CERCANAS AL

E5 TABLEC'IMIENTOINDUSTRIAL

La Figura 1.15indica que Ia muestra 6110 está constituida mayoritariamente por

coque calcinado.
NO. oe8

4..

g -6110
3 —CoqueCalcinado

"0
o .
L noo.
Q)

e i
s: ' y

z’ 1000 {

0

20 (grados)

Figura 1.15: diagramas de difracción de la muestra 6110 y 100% de
coque calcinado.
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La figura 1.16 indica que Ia muestra 6301 Tiene una composición cercana a

óO°/ocrudo-40% calcínado.

8g.

.m -C Crudo

'OJO

'10

Númerodecuentas

010

“V

no

io ' au * ' ' a

20 (grados)

Figura 1 . 16: diagramas de difracción de la muestra 6301 y de 100%
del coque crudo

La figura 1.17 indica la presencia de SiOz en ambas muestras. Es‘ras fueron

recogidas del suelo de las viviendas y presentan una mezcla de Tierra, arena,

etc. La mues’rra 6110 Tiene mayor proporción de sílice que Ia 6301.

16-1065 300?_II
594435 340:­
g .1..­

zo-mro É
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W

a

Cuentas;(7o)

Ai'o

6301 l

¡Ey-¡MSM
Ph ¡DW-4
:‘fl Lua" "A

Figura 1.17: identificación de las reflexiones obtenidas en los diagramas
de difracción de la muestra 6110 (A) y 6301 (B)

Para mayor simplificación en la expresión de los resultados biológicos nos vamos

a referir a las muestras comose indica en la Tabla I.3

MUESTRAS I ­
AfiBIENrALES Caracteristicas

-mayor'i’rariamente coque calcinado
A (6110) -mayor' proporción de SÍOz (presenta partículas de

Suelo)

B (6301) -60 % crudo-407o calcinado

-Mues1’ra de suelo proveniente de la muestra A (al‘rasA
proporción de sílice)

Tabla 1.3: muestras ambientales de coqueempleadasen este estudio
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1.2.2-MUE5TRA URBANA

En Ia microfo‘rografía electrónica observamos que se ‘rrafa de partículas fine. El

análisis de Ia composición elemental indica que presenta un contenido bajo pero

apreciable de elementos de la Tierra (Al, Si, Ca) asi como también Ky Ti.

MP urbano

(PM25 CAC)

Figura 1.18: microfofografías elec‘rrónicas de barrido y composición elemental
representadamedianteespectros de energía (intensidad de pico en función
de energía en KeV) obtenidos por EDX) de la muestra urbana recolectada en el
CAC. Barra equivalea 5 pm
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SECCIÓN II: Impacto biológico de los
contaminantes del Aire



1- EFECTOS BIOLÓGICOS DE MP OBTENIDO A PARTIR

DE LA COMBUSTIÓN DE CARBÓN: CFA

1.1-EFECTOS IN VIVO

En esta sección se analizan los efectos de la instilación intratraqueal de masas

iguales de fracciones de CFA (gruesas o caarse, finas o fine y ultrafinas o

u/fr'af/he). Particularmente se estudian indicadores de inflamación pulmonar.

El éxito de la instilación intratraqueal se corroboró histológicamente. La Figura

2.1 muestra las trazas de MPdepositadas en zonas de las vias aéreas inferiores

del ratón.

Figura 2.1:
A: corte histológico de
pulmón de ratón 18 horas
luego de la instilación con
solución salina (300 x).
B: ídem luego de la
instilación de WKF(200 x)
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A-ANÁLISIS DE INDICADORES INFLAMATORIOS

RECUENr0 DIFERENCIAL DE ¿EZULAS

Cuando analizamos los efectos de las partículas obtenidas luego de la

combustión del carbón de Montana, observamos que la fracción MUF es la que

produce un aumento significativo (p>0.01) en el número total de células en BAL

tanto a concentraciones bajas (1,25 mg/Kg) como a concentraciones altas (5

mg/ kg). Esto se debe a un aumento en el número de PMN. El grupo instilado con

MF, si bien no presentó un aumento importante en el número total de células,

generó un aumento significativo en el número de PMN(Figura 2.2-A) a expensas

de una disminución del número de MA (Tabla II.1).

El grupo instilado con WKF (5mg/ Kg) presentó aumentos significativos (p<0.01)

en el número total de células (Figura 2.2-A) que se debe principalmente al

aumento significativo (p<0,01) en el número de PMN presentes en BAL(Tabla

II.1).

Ninguna fracción coarse (MC y WKC) produjo cambios significativos con

respecto al control en estos parámetros analizados.

Como control positivo y a fín de confirmar la eficiencia de las técnicas de

instilación se trató un grupo con endotoxina. El número de células totales en el

BAL de estos animales presentó un aumento significativo (p>0,001) en estos

parámetros debido fundamentalmente al aumento del flujo de PMNal BAL.

:3 Salina
A 140°' - 1,25mg/Kg

' - 5,0mg/Kg
1200 u Endotoxina a­

Fracción de CFA
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B l:l Salina ,k
100' - 1,25tng/Kg.w

' - 5,0ing/Kg
aoa m Endotoxim

*

og 4

g 60 ­
E
‘O
,L.

3 4o ­z

20 _

0
"Salina MF M.UF w c w F Endotoxina

Fracción de CFA

Figura 2.2: A: número Total de células (número de células x 103/ BALF)y B: Porcentaje
de PMN en el BALF18 horas luego de la IT de CFA (1,25 y 5mg/Kg). Indica diferencias
significativas:
*respec‘ro del grupo control (p<0,01)

La Figura 2.3 mUes‘rracomo la instilacíón intra‘rraqueal de MUF conduce a una

acumulación de PMN en las vías aéreas pulmonares.

-3 Control

Figura 2.3: A: poblaciones celulares en BALde animales ins‘riladoscon solución
salina. B: ídem ins'rilados con MUF (400x)
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CÉLULASPMNMAEOSINÓFILOSLINFOCITOS

mg/Kg)1,2551,2551,2551,255

MP

SALINA4,3i2,882,1¿r15,00,3j:0,20

ENDOTOXINA903,0¿r124,6*113,0i101,70,9i0,95,8i-2,1*

MC7,910,0113,167,70,280,280,4o

¿r4,0i2,8i7,7i6,5i0,28i0,19i0,4

MF20,025,354,450,70,070,40,10,2
i15,7i8,6*i5,9i10,0i0,07:t0,2:t0,1¿r0,1*

122,0172,876,289,80,30,3

MUF:39,0*i-9,6*i16,2i6,9i0,3i0,3oo

31,912,497,063,80,90,5

WKCi23,9i5,7i17,5:t5,0¿r0,8i0,2oo

15,482,786,570,81,18,1

WKFi7,9i22,9*i9,7i10,6i0,5i4,2oo

TablaII.1:valoresabsolutosdecélulas(númerodecélulasxloa/BALF)18horasluegodeIaITdeCFA(1,25y5mg/Kg).Losgruposinstíladosconsoluciónsalinay endotoxina(10¡ig/ratón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivoreSpectivamente.LosdatossepresentancomoIamedia¿rES(71:5).Diferenciassignificativas:*respectodelgrupocontrol(p<0,001),*entreambostiposdecarbónparaunamismafracción(p<0.05),*entredosisparaunmismo

tratamiento(p<0,05)
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INDICADORESBIOQUÍMICOS

La Tabla II.2 muestra los niveles de proteinas totales y de albúmina, actividad

LDH y NAG en BALde animales instilados:

A. El contenido de proteinas totales resultó significativamente elevado (p<0,05)

en los grupos instilados con partículas F (5 mg/Kg).

. La concentración de albúmina presentó un significativo aumento (p<0,005) en

los grupos insti lados con particulas F (5 mg/ Kg).

. La actividad LDHno resultó significativamente elevada en ningún grupo.

D. Se encontraron aumentos significativos (p<0,005) en la actividad NAGentre

los grupos instilados con ambas fracciones F (5 mg/ Kg) y el grupo control.

Además el grupo instilado con MUF (1,25 y 5mg/Kg) también presentó

aumentos significativos de esta enzima.

. El grupo control positivo tratado con endotoxina bacteriana presentó todos

los indicadores bioquímicossignificativamente elevados (p<0,05) comparados

con el grupo control indicando que la técnica de instilación fue exitosa.



iPROTífNAs

ALBUMINATOTALESLDHNAG

(pg/mL)(mg/mL)(U/L)(U/L)

(mg/k9)1,2551,2551,2551,255
MP

SALINA19,6i1,1158i14,662,8:10,61,9i0,3
END,43,0i3,o*481,0i63,9*120,2i16*7,7i0,6*

26,823,6212,8187,072,666,82,42,6 j:3,9i1,7¿r39,3i17,9i26,4:t16,5i0,4i0,4

PARÁMETROS

MC MF24,230,4188,2233,475,876,22,33,9

j:2,6i3,7*i27,7i6,7*i2,7i15,3j;0,2i0,4*

MUF24,225,5204,0219,465,674,43,73,9

i1,0i3,6i13,8¿r28,5:i:10,3i15,1¿03*i0,9*

WKC20,220,6198,8175,851,451,42,21,9

¿r1,1i1,5¿r9,9i9,9¿r4,9¿r9,5¿r0,4i0,2 25,631,8237,2295,267,063,22,83,7

WKF¿r4,8¿r1,1*¿r42,0¿r18,2*i19,1i12,3¿r0,3i0,4*

TablaII.2:indicadoresbioquímicosenBAL18horasiuegodelaITdeCFA(1.25y5mg/Kg).LosgruposinsTiIadosconsoluciónsalinayendo‘roxina(10ug/ra‘rón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivorespectivamenteLosvaloresestánexpresadoscomolamedíaiSE(n=5).Diferenciassignificativas:*conrespectoalcon‘rrol,*entreambosTiposdecarbónparaunamisma fracción(p<0.05)y*entredosisparaunmismoTratamiento(p<0,05)
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CÏTOQUINAS

Con respecto a la instilación de muestras de Montana, la instilación de

partículas UF (1,25 y 5 mg/kg) produjo un significativo (p<0,05) aumento en la

liberación de TNF-a al BAL mientras que las fracciones C y F no

desencadenaron la liberación de esta citoquina. Los valores de MIP-Z

aumentaron significativamente (p<0,05) luego de la instilación de UF (1.25 y 5

mg/Kg) y F (5 mg/ ml). La fracción C no generó la liberación de MIP-Z.

Con respecto a la instilación de muestras de W Kentucky, ninguna de las

fracciones produjo efectos en cuanto a la liberación de TNF-a. En cambio un

significativo aumento (p<0,05) de MIP-2 en BAL se produjo luego de la

instilación de partículas F (5 mg/Kg), mientras que el grupo instilado con C no

produjo efectos.

Aunquecon una importante variabilidad en la respuesta, IL-6 fue detectada en

el BALde los animales instilados con MUF y WKF (Tabla II.3).

Las tres citoquinas resultaron significativamente elevadas en el grupo instilado

con endotoxina, demostrando que los ensayos fueron válidos.

En la Figura 2.4 se resumen los resultados arriba descritos.

A IGUALESMASAS MHLADAs, LAS PARTÍCUMS UF y us F RESULTARONLAS

mis POTENTESEN a. RECLUTAMIHVTODE PMN y EN ¿7, ¿um-mv av Los

INDICADORESaroquímcos y arcauzms
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CITOQUINA

(mg/K9)

MP

SALINA

END,
MC MF

MUF WKC WKF

TNF-a (pg/ml)

1255

79,029,7
358,2171,2*

59,7t14,889,3z19,7 89,3119,783,0t3,61 133,1:31,1215,0¿r76,8* 97,2t12,786,7t16,8 41,9112,471,3t16,3

MIP-Z (pg/ml)

1,255

135105

184,9257,4*

3,31087,5:1,6

17,8i2,5*

22,813,1*37,1¿r15,4*
5,4t3,98,8t4,7

40,218,7*

IL-6
(pg/ml)

5,313,115,5t10,2

0O O15,7t10,9

TablaII.3:nivelesdeTNF-a,IL-6yMIP-ZenBALF18horasluegodelaITdeCFA(1,25ó5mg/kg).Losgruposínstiladoscon soluciónsalinayendotoxina(10pg/rotón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivorespectivamenteLosdatossepresentancomolamediaiEs(n25).ND:nivelesnodetectados.Diferenciassignificativas:* conrespectoalcontrol,*entreambostiposde carbónparaunamismafracción(p<0,05).
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Figura 2.4: resumen de los indicadores de inflamación pulmonar aguda luego de la IT
de CFA (5 mg/Kg). Diferencias significativos: * respecto del confrol, * entre ambos
Tipos de carbón para una misma fracción (p<0,05)
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B-EFECTOS DEL ANTIOXIDANTE DMTU

Debido al al‘rocontenido de Fe de la fracciones WKFse evaluó la posibilidad de

que la reacción inflamatoria inducida por WKF estuviera relacionada con la

generación de ROS. Para ello se realizaron inyecciones i.p. de DMTU (500

mg/ Kg)30 minutos previos a la IT de las partículas.

RECUENT0 DIFERENCIAL DE CÉLULAS

El grupo pre-Tratado con DMTUe instilado con WKF presentó una significativa

disminución (p<0,05) en el número Total de células y de PMN.

Se observó También que en los animales pre-Tratados con DMTU e insTiIados

con MUF También hay una disminución de es‘ros indicadores, aunque los

resultados no son significativos, mientras que en los insfilados con MF hay una

disminución significativa (p<0,05) en el numero de PMN (Tabla II.4).

' CÉLULAS TOTALES PMN

Tra-r Salina DMTU Salina DMTU
MP

SAUNA 100,5 98,5 7,9 20,8
i 22,5 i 15,6 i 3,7 i 16,4

ENDOTOX 1331,7 829,3 1180,3 680,2
:r 2473* i 91,7* ¿r244,8* i 81,6*

MUF 304,7 261,3 225,0 154,8
i 92,5" i 35,1 i 83,2" i 31,3

MF 102,5 135,2 60,5 26,9
i 75,5 ¿r25,6 i 5,3* i 7,2*

WKF 201,4 127,0 91,7 47,4
i 46,4* i 22,2" i 44,4" ¿r18,0

Tabla II.4: número ’roTalde células y de PMN (103/BAL) ob‘renído 18 horas luego de la IT de
CFA (5 mg/Kg), previo lrafamienfo con DMTU (500 mg/Kg) ó solución salina. Los grupos
insfi lados con solución salina y endo’roxína(10 ug/rafón) se emplearon como controles negativo y
positivo respectivamente. Los valores se expresan como media i SE (n=5). Diferencias
significativas: *respecto del grupo control (p<0,001), *respec’ro al correspondien‘re sin DMTU
(p<0,05).
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INDICADORES BIOQUÍMICOS

El pre-tratamiento con DMTU no modifica los indicadores bioquímicos en los

animales instilados con MUF y MF. Sólo en el grupo instilado con WK F se

observó una disminuciónsignificativa en los niveles de proteínas totales en BAL

(Tabla II.5)

No se evaluó el efecto de DMTU en los grupos tratados con las fracciones

Course debido a que estas no generaron efectos inflamatorios importantes.



ENSAYO

ALBÚMINA

PROTEÍNASTOTALES

(mg/mL)

LDH (U/L)

NAG (U/L)

TRAT

MP

Salina

DMTU

Salina

DMTU

Salina

DMTU

Salina

DMTU

SALINA

ENDOTOX

MUF
MF

WKF

23,0 i6,2 36,2 i2,5* 25,0 i4,0 ND 33,2 i2,7*

20,8 i4,7 35,8 ¿r3,1 23,6 i2,3 ND 29,6 :l:1,8

243,0 i33,6 526,2 i75,9*
281,8 i56,3 302,5 ¿r15,5*

315,2
¿r23,2*

247,6 ¿r50,7 435,0 i-48,3 298,6 i74,9 298,1 i22,1 199,4 i12,8*

42,0 i9,4
133,4 i8,2* 62,5 ¿r19,2

54,1 i7,6 65,8 i9,8

48,2 ¿r7,5 73,8
i:10,2*

83,0 i16,5 46,3 i8,5 62,4 :l:12,5

1,1 i0,1 74
I

¿r0,7*
2,5

¿rO,5*
ND 1,5

iO,1*

1,1
i0,06 6,07 i1,01

3,8 i0,6 ND 2,1 i0,3

TablaII.5:efectodelantioxidanteDMTU(500mg/kg)sobrelosparámetrosbioquímicosenBALF24horasluegodelaITde laspartículasMUF,MFyWKF(5mg/Kg)Losgruposínstiladosconsoluciónsalinayendotoxína(10pg/ratón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivorespectivamente.Losvaloresestánexpresadoscomolamedia

+

significativas:*entrepartículasconrespectodeloscontrolesy*entretratamientoconDMTUyelcontrol.(p<0,05)

SE(n=5).Diferencias
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1.2-EFECTOS IN l/ITPÜ

Se llevaron a cabo experimentos con macrófagos alveolares para evaluar si el

efecto ¡n vivode los diferentes tipos de particulas podría ser anticipado por

ensayos ¡n vitro. Por otra parte es de interés estudiar la modulaciónde las

respuestas de defensa de los MA frente a Ia exposición al MP o a su

posterior fagocitosis. Se evaluaron los siguientes parámetros en cultivos

primarios de macrófagos alveolares.1

1-VIABILIDAD

El ensayo de captación de Rojo Neutro indicó que la viabilidad de los MA se

mantiene en valores cercanos a los controles luego de la exposición a las

fracciones F y C de M y WKpara todas las concentraciones ensayadas (62,5,

125 y 250 ug/ml) durante 24 horas.

Se observó un aumento significativo (p<0,05) en la actividad LDH luego de 4

horas de incubación de MA con concentraciones intermedias y altas de MUF

(125 y 250 pg/ ml). El resto de las partículas no generó cambios (Figura 2.5)

Figura 2.5: actividad |:l Salina

LDH en el medio de 12_ * - laz: "sl/"l- ' ug m

cultivo de MA ¡luego de 4 ¡0d -25O ug/m'
horas de exposmon a CFA . Endotoxm
(62.5, 125 y 250 pg/ml).
Los datos se presentan
como la media i ES (¡1:5).
*diferencias significativas
respecto del grupo
control (P<0.05).

LDH(U/I)

Control M C M F M UF WK C WK F Endotoxina

Partículas

1No fue posible evaluar los efectos de MUFdebido a la e5casa cantidad de esta fracción disponible
en Ia muestra de Montana,
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Además, luego de 24 horas de exposición a las partículas, los niveles de LDH

no presentaron cambios significativos con respecto al control, excepto para

las partículas MUF.

Para los ensayos siguientes se utilizó la concentración mayor de partículas

(250 ¡ig/ml) debido a que esta concentración no produjo alteraciones en los

índices de viabilidad y citotoxicidad.

B-NAG

Se evaluó la actividad NAG como medida de la activación de macrófagos. No

se observaron diferencias significativas en los valores de NAGen el medio de

cultivo luego de 4 y 18 horas de exposición de los macrófagos a las partículas.

C-CIT OQUINAS

-IL-6

Las fracciones F y C no estimulan la liberación de IL-6. La incubación de

macrófagos con LPS (control positivo) resultó en un aumento significativo

(p<0,01) de la IL-ó con respecto al control (1200 z 80 y 994 2 102 pg/ml)

respectivamente).

-MIP-2

Los niveles de MIP-Z también se midieron en el medio de cultivo celular. Los

resultados presentaron alta variabilidad y las diferencias no resultaron

significativas.
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-TNF- a:

En la Figura 2.5 se observa que todas las fracciones evaluadas estimularon

significativamente (p>0,05) la liberación de TNF-oc.Se observa que MF es

más efectiva que MC.El control positivo con LPS presento un valor de 120,0 t

20.

D-ESTRÉS OXIDATIVO

¿ENE/2A¿rá/v DE¡205 PORCFA

Figura 2.6: TNF-a en el medio de
cultivo de MA. Las células se incubaron

a 37°C durante 24 horas en presencia
de CFA (250 ¡ig/ml. Los valores
representan la media 1
Diferencias significativas (p<0,05):
* n respecto al control.

ES (n=5).

En la Figura 2.7 observamos que las fracciones MC, MF y WKF producen

aumentos significativos (p<0,05) en la generación de ROS en cultivos de MAy

que el tratamiento con DMTUrevierte parcialmente los efectos observados.
[:1 Control
m DMTU

Fracciónnnn FA

Figura 2.7: cultivos de MA
incubados durante 1 hora en

presencia de CFA (250 ug/ml) o
solución salina.

Idem y preincubando con DMTU
(lOmM) o solución salina durante 1
hora.

Los valores representan la media 1
E5 (n=5). Diferencias significativas
(p<0.05):
*respecto del control
*respecto del correspondiente

sin DMTU
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-RE.SPUES TA AL ES TÍMULO

Experimento A: a fin de determinar si la sobrecarga de MPsobre MAaltera

su capacidad de defensa (i.e. infección bacteriana) los MA se incubaron en

presencia de CFA durante 24 horas al cabo de las cuales se determinó la

generación de ROS utilizando TPA como activador de MA. Los resultados

muestran una disminución significativa en la capacidad de generar ROS.

Experimento B. al incubar los MA con CFA durante 24 horas y luego

agregando medio fresco otras 24 horas, se observó una recuperación en la

capacidad de generación de ROS de los MA. Esta última es menor en

condiciones de sobrecarga con fracciones F (Figura 2.8).

ak |:|A100- "'- s

80­

.b0‘OO l.l.

Estrésoxidativo(7°)

NO l.

O l.l

Fracción de CFA

Figura 2.8:
Generación de ROS. A: luego de 24 horas de exposición a CFA (250 ug/ml). B: idem
incubando durante otras 24 horas en presencia de medio fresco. Los valores
representan la media 1 ES (n=5).Diferencias significativas (p<0,05): *con respecto al
control sin partículas, *con respecto al tratado con la misma clase de CFAen A
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E-GENERACIÓN DE NITRITOS.

Sólo las fracciones F indujeron aumenTos significativos en la generación de

ni’rríTos (medida indirec'ra del óxido nítrico generado). La incubación con

partículas C no generó diferencias significativas con respecto a los con‘rroles

(Figura 2.9). La concentración de nitrifos en el medio de cultivo de MA

incubados en presencia de CFA y LPS permanece cercana a los valores del

control sin CFA, con excepción de los incubados con WKF y LPS.

La concentración de ni‘rrifos disminuye cuando los MA son incubados MF y

WKF en presencia de L-NAME
1:] Medio
m LPSFigura 2.9: generación de nifrí‘ros: 300 *

culfivos de MA se ¡ncubaron Ï -—*-' -L‘NAME

duran‘re 24 horas en presencia de 270:

CFA (250 ug/ml) y en presencia o :3:
ausencia de LPS (1 ug/ml) y L- .
NAME (1 mM). Los valores 18°:

representan la media 1 ES (n=5). 150­
Diferencias significativas (p<0,05): 12°“.
*respecfo del control sin MP
*respecTo del control con LPS
*enTre CFA y CFA + L-NAME

Ni'rrifos(uM/lxloócélulas)

WW\
Control WK C WK F M C M F

Material Parficuiodo

LAS FRACCIONES F y C N0 AFECTAN LA VIABILIDAD DE MA IN VImo E

INDuc'EN LA GENERACIONDE R05 y DE “INF-a. SIN EMBARGOLA Emosraa’N A

FRACCIONES F EENERA ALIMENTOS EN LA LIBERACIÓN DE mmm-os y LA

FAcoa’TOSLS DE ¿,45 mms CONDUCE A LA ALTEPACÏÓN EN ALGUNAS

FUNCIONES DE DEFENSA
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2-EFECTOS BIOLÓGICOS DE MP OBTENIDO A PARTIR DE

LA COMBUSTIÓN DE DERIVADOS DEL PETRÓLEO

2.1-EFECTOS IN VII/0

PARTÍCULAS DE COQUE y PARTÍCULAS DE ORIGEN
URBANO

El éxito de la íns’rílación¡nfra‘rr‘aquealse corroboró histológicamem‘e. La Figura

2.8 muestra las Trazas de MP depositadas en zonas de las vías aéreas

inferiores del ra'rón.

Figura 2.10:
A: cor'fe histológico de
pulmón de ratón 18'
horas luego de la
insfilación con solución
salina (300x)
B: ídem, insfilado con
muestra A (ZOOx)
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Las muestras ambientales A y B se recolectaron en el piso de viviendas de

zonas aledañas a una coquería industrial. La muestra A consiste

fundamentalmente en coque calcinado, mientras que la muestra B contiene una

proporción 60 % crudo-40% calcinado (ver página 71)

Por otro lado, Ia muestra PM2,5CAC fue recolectada en una zona con alto

tránsito vehicular. Debidoa las condiciones de muestreo esta muestra presenta

MP con un dae< 2.5 pm.

A-ANÁLISIS DE INDICADORES INFLAMATORIOS

Dado que el material A presenta un alto contenido de sílice debido a la

presencia de partículas del suelo, se realizó un control sólo con partículas del

suelo (grupo sA) para determinar si los efectos producidos por A se deben, en

parte, al sílice presente en el suelo.

RECUENTODIFERENCIALDE¿El uma

La instilación de las muestras A, B y PM2_5CACprodujo un aumento significativo

(p<0,001) en el número total de células en el BAL(Tabla II.7).

Los aumentos en el número total de células presentes en BALluego de la IT de

las muestras A y Bse deben al aumento significativo en el número total de PMN

(Tabla II.7). En el grupo instilado con PM2_5(CAC) no se observó un aumento

significativo en el número total de PMN. Por otro lado, para los grupos

instilados con A, B y PM2_5(CAC) los porcentajes de PMN resultaron

significativamente (p<0,01) elevados comparados con los valores del grupo

control (Figura 2.11). Los valores de porcentajes de PMN en BAL son

significativamente mas elevados en A que en B (p<0,05). El grupo instilado sólo

con sA no presentó cambios significativos en estos parámetros.
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Si bien el tamaño de las particulas presentes en las muestras A y B es mayor

que el de CFA(4-40 am vs < 2,5um respectivamente), los macrófagos alveolares

en el BALde ratones instilados con A y B, presentan una importante cantidad

de partículas fagocítadas (Figura 2.12). Esto indica que existe una proporción

importante de partículas de tamaño reSpirable (<2,5pm)en las muestras A y B.

Figura 2.12: A: poblaciones celulares en BALde animales insti lados con solución
salina (lOOx) B: ídem instilados con la muestra A (400x)
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Células

MP

NÚMERO

TOTAL

PMN

MA

EOSINÓFILOS

SALINA

ENDOTOX
PM2,5CAC

FILTRO

5A

100,7122,2

1331,61247,3*

148,4t41,0 139,6122,2
490,51151,3*

418,6t22,5*
150,6135,7

7,9i3,7

1180,31-24,4*
50,9t18,3* 27,3225,6

378,9t85,5* 249,5127,7*

20,9111,1

91,6t24,3 146,1t34,1 82,8t38,5 111,8t22,4 104,8t39,9 166,7128,6 129,31'42,5

0,9t0,5

TablaII.7:valoresabsolutosdecélulas(númerodecélulasx103/BAL)18horasluegodelaITdeMP(5mg/Kg).Los gruposinsfiladosconsoluciónsalinayendofoxina(10ug/ratón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivo respectivamente.LosvaloresestánexpresadoscomoIamediaiSE(n=5) Diferenciassignificativas:*respec1‘odelgrupocontrol(p<0,001),*en‘rremuestrasAyB(p<0,05)
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INDICADORESBIOQUIMICOS

La Tabla II.8 muestra los datos de los parámetros bioquímicosestudiados:

A-El contenido de proteínas totales no presentó aumentos significativos con

respecto al control.

B-Laactividad LDH resultó significativamente elevada en los grupos instilados

con A y B (p<0,05).

C-Laactividad NAGresultó significativamente elevada en el grupo instilado con

A y B (p<0,005 y 0,05 respectivamente) comparada con el grupo control. Los

valores hallados para el grupo B son significativamente elevados comparados

con el grupo A (p<0,05)

D-La concentración de albúmina no presentó aumentos significativos con

respecto al control.

Los parámetros bioquímicos analizados en los grupos instilados con material

proveniente del filtro (F) y sA no difieren del control.



ALBÚMINAPROTEINASLDHNAG

TOTALES

(pg/ml)(mg/ml)(U/I)(U/l)

23,0253,042,01,1 i6,26i53,6i9,0¿r0,1 18,2187,762,21,3 i2,0i16,5j:10,2:l:0,1 21,7237,769,22,3 i2,3i25,1i13,4¿r0,4 24,0246,677,025 i2,5i21,0¿r8,38*i0,2* 26,0267,674,03,1 i0,7i48,0i9,0*i0,2*

273,044,6

SANDir33,2¿r7,5ND

36,2526,2168,07,4 ¿r2,5i6,0*i33,2*iO,7*

NSAYO

MP

SALINA

PM2I5CAC

F
END.

Tabla11.8:indicadoresbioquímicosenBAL18horasluegodelaITdeMP(5mg/Kg).Losgrupos¡nsfiladosconsoluciónsalinay endofoxína(10¡Lg/ratón)seemplearoncomocontrolesnegativoypositivorespectivamen‘re.Losvaloresestánexpresadoscomo lamedíaiSE(n=5).Diferenciassignificativas:*conrespectoalgrupocon‘rrol(p<0,05)y*entremuestrasAyB(p<0,05)
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Las ski/Pos msmADos CON us MUEsmAs DE COQUEA y B PRESENTAN

INDICADORESWWA ramos ELEVADOS¿“a/vRESPECTOAI.GRUPOmsmoo ¿av

LAMUESTPAURBANAy ALapuro INSTILADOcorv sou/¿row SALINA(Figura 2.13).

B-EFECTOS DEL ANTIOXIDANTE DMTU

El MP con un alto contenido de compuestos orgánicos adsorbidos ejerce

efectos biológicos atribuidos a las ROSÏ'38Entre esta clase de partículas las

mas importantes son las Diesel Exhausf Parfic/es (DEP). Dado que el coque

presenta similitudes fisico-químicas con ellas, se especula que podría producir

alteraciones en las vías aéreas a través de mecanismos similares a las DEP,en

los que las ROS juegan un rol importante. Se utilizó el antioxidante DMTUpara

confirmar indirectamente clarificar este concepto.

ANÁLISIS DE LAS POBLACIONES CELULARES

La administración sistémica del antioxidante DMTU condujo a una disminución

significativa (p<0,01) en el número total de células y en el número de PMN

(p<0,01) en el BALdel grupo instilado con B (Tabla II.9). Los porcentajes de

PMN también disminuyen significativamente en este grupo. No se observaron

efectos ni en los animales instilados con la muestra A ni en los instilados con la

muestra urbana (Figura 2.14).
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PMN(%)

' CELULAs TOTALES PMN
CELULAS (1x103) (“lo”)

“m” Salina DMTU Salina DMTU

Salina 100,71 22,5 98,5 i 15,3 7,9 i 3,7 20,8 i 16,4

Endotox, 13317: 247,3* 829,3 i 91,7* 1180,3 i 44,8* 680,2 i- 81,6*

PM 2,5(CAC) 148,4: 41,0 105,4 i 15,4 50,9 i 18,3 44,1 ic 11,7

F 139,6 i 22,2 116,4i 38,1 27,4 i 15,6 1,1i 0,7

A 490,5 i 151,3* 491,1 i 12,9 378,9 i 85,5* 354,0 i 105,1

B 418,6 i 22,5" 163,7 i 27,3* 249,5 i 27,7* 66,3 i 19,8*

Tabla II.9: efecto dei antioxidante DMTU(500 mg/Kg)sobre indicadores bioquímicos
en BAL18 horas luego de la IT del MP (5 mg/Kg)). Los valores se expresan como media i
ES (n=5). Diferencias significativas: *respecto del grupo control (p<0,001), * entre
tratamiento con DMTUy el control (p>0,05)

[:ISalina
wm DMTU

Figura 2.14: porcentajes de PMIÏL .
804 18 horas luego de la IT de MP (5

mg/Kg), previo tratamiento con! '
DMTU (500 mg/Kg) ó solución

60- salina Los valores se expresan como
media i SE (n=5).

40_ Diferencias significativas:
*respecto del grupo control

(p<0,001)
2°“ *respecto del correspondiente sin

< DMTU (p<0,05)04 Á
Salina PM2,5CAC Filtro

Material Particulado
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INDICADORESBIOQUÍMICOS

La Tabla II.10 indica que el pre-tratamiento con DMTU disminuye

significativamente Ia actividad NAG en el grupo B. No obstante el resto de los

parámetros permanecen elevados. Este antioxidante no ejerce ningúnefecto en

los grupos tratados con PM25CACy A.

EZ me- TRAmua-wm CONDMTU DLSMM/YE a. FLUJO DE PMN y LAACTIVIDAD

M46 ENELGRUPOwww CONB.



ALBÚMINA

(119/ml)

PROTEÍNASTOTALESLDH

(mg/ml)(U/l)

NAG (U/I)

ENSAYO

TRAT,

MpSALINADMTUSALINADMTUSALINADMTUSALINADMTU

23,020,8 i6,26¿r4,7

253,0 i53,6

247,642,077,21,21,1 j:50,7i9,0i27,5i0,03j:0,07

SALINA

18,223,4 ¿20124

187,7 ¿r16,5

207,462,297,01,31,5

PMCAC

2'5() i20,5¿r17,2i10,4i0,1i0,8

21,727,2 i2,3i4,1

237,7 ¿r25,1

227,869,267,62,32,0 i33,4¿r13,4i19,3i0,4i-0,3

FILTRO

24,024,6 t2,5i3,3

246,6 i21,0

289,677,0*98,22,53,0 i53,5¿r8,3i20,4i0,2*:t0,8

26,019,0 i0,7:l:0,5*

267,6 i48,0

217,874,073,83,11,2 :t7,6*¿r9,0*i19,8i0,2*¿r0,2*

36,235,8 ¿r2,5*i3,1

526,2 :t76,0*

435,0 i48,3

168,0
i33,2*

114,47,46,07 i10,8*i0,7*i1,0

ENDOTOX
Tabla11.10:efectodelantioxidanteDMTUsobrelosindicadoresbioquímicosenBAL18horasluegodelaITdeIaMP.Los valoresestánexpresadoscomolamediaiSE(n=5).Diferenciassignificativas:*respectodecontrolesinstiladosconsolución salinay*respectodeloscontrolesinyectadospreviamenteconsalina(p<0,01).
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C-FAGOCITOSIS DE MP POR MACRÓFAGOS ALVEOLARESIN VII/0

El área de los macrófagos se puede considerar como una expresión válida del

volumen de los mismos. 175La medida del área de los macrófagos presentó poca

variabilidad (140,1 i 13,8uma).En base a esto, se determinaron dos parámetros:

el Índice Fagocítico (porcentaje de células que incorporan MP)y Ia Capacidad

Fagocítica (área celular ocupada por MP).

Se observaron valores crecientes de estos indices en los grupos instilados con

las muestras B, A y PM2,5CACrespectivamente (Figura 2.15 - A y B). También se

observa que el grupo instilado con B presenta un nivel significativamente mayor

de macrófagos en BAL con respecto a los otros grupos, pero que cada

macrófago fagocita una menor cantidad de MP.

' Í: Capacidadfagocitica * ' 50 E. colmadadf°9°°mc°
30- - - . o 30_ I Numero de MA a- _ 50°

I Indice de Fagocutasns(¡0) í I Númerode PMN Í

,8 ‘ A ‘ í 450É 25- 2 25­
‘8 - 4° .3 5 - 400N\ ' * V i
E 20- 1‘ " + _ 350

a É É 20-
8 ' 'G s - A - 30°

E 15' “ 3° g" ¿’3 15_
8 Ï ¡L g í - 250
3‘ o 3' Í

“- 10- "o EL _ _ 200
“U 3 -g 10_ t
8 T 'i .1: ' - 150
'G —20 c G . Í

a 5- l H a 5 é * - ¡oo8 i 8 - ü i
o- l - í - 50

, . . , 10 0- r—¡—1l l ‘ l ln
Control A B PM2.5 CAC Control A B PM2.5 CAC

Material Partículado Material Particulado

Figura 2.15: A- Índice de Fagocítosis y Capacidad Fagocítica. B-Número de MA y de PMN
(103 células/BAL) y Capacidad Fagocítica. Los valores se expresaron como Ia media ¿r SE
(n=5).Estos valores se obtuvieron mediante análisis de imágenes de MA obtenidos en el BAL
de animales instilados con MP (5 mg/ Kg)realizado 18 horas luego de la IT.
Diferencias significativas: *respecto del grupo control y * entre las distintas clases de MP
(p<0,05).

LA CAPACIDAD FAGOCÍTÏC‘A ES MAYOR PARA LAS POBLACIONES DE MA QUE

FAGOCÏTARONLAS MUESTRAS A y PM“ CAC.
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1.2-EFECTOS IN VITPO

A-VIABILIDAD

Los valores de viabilidad celular, luego de 24 horas de exposición a las muestras

A, B, y PM25CAC(62,5-250 pg/ml), obtenidos mediante el ensayo de captación

de Rojo Neutro y actividad LDH,se mantienen dentro de valores similares al

control.

B-AC'I'IVIDAD NAG

La actividad NAG, de MA expuestos durante 24 horas a las muestras

ambientales A y B (250 pg/ml), resultó significativamente (p<0,05) elevada (1,9

t 0,3 y 2,1 1 0,2 respectivamente) con respecto al control (1,1 t 0,1). No se

detectaron diferencias significativas con respecto al control a tiempos cortos

de incubación (4 horas). La muestra urbana Ples CACy no indujo aumentos en

actividad NAG.

C-CITOQUINAS

Para el estudio de la liberación de TNF-a, se realizó una curva dosis-respuesta

empleando un rango de concentraciones de 50-250 pg/ml de MP. La Figura 2.16

indica que las dos muestras ambientales A y B (250 pg/ml) son capaces de

estimular la liberación de esta citoquina mientras que la muestra PM2_5CACno

estimuló la liberación de TNF-a.
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Figura 2.16: niveles de TNF-a en el
medio de cultivo. MA se incubaron a

37°C durante 24 horas en presencia
de MP (250 ug/ml. Los valores se
expresaron como Ia media 1 ES (n=5).
Diferencias significativas (p<0,05):
*con respecto al control.

TNF-a(U/ml)

Control A B PM2.5€AC

Material Particulado

D-ESTRÉS OXIDATIVO

GENERACIÓN DE R05 POR MP PROVENIENTE DE DERIVADOS DEL

¡257790150

En la Figura 2.17 se observa que sólo la muestra B promueve significativamente

(p<0,05) la generación de ROS en cultivos de MA y que el tratamiento con

DMTU revierte parcialmente estos efectos. Las muestras A y PM2_5CACno

estimulan la generación de ROS en MA.

:Medio Figura 2.17: cultivos de MA
7o- DMTU incubados durante 1 hora en

A - * presencia de MP (250 pg/ml) o
É 60: * solución salina.
É 5o_ Idem y preincubando con DMTU

g 40- (lOmM) o solución salina durante l
g hora.
É 3o_ Los valores representan la media t
“J - ES (n=5). Diferencias significativas

2°' (p<o.05>=
lo; *respecto del control

*respecto del correspondiente
sin DMTU

Control A B PMZ.5€AC

Material Particulado
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RESPUESTA AL Es TÍMULO

Experimento A: bajo condiciones de sobrecarga celular con muestras

ambientales de coque se observa disminución significativa (p<0,05) en la

capacidad de MA de generar ROS bajo estimulación con TPA. La muestra

urbana (PM2_5CAC)no genera cambios con respecto al control.

Expen'menfo B. los efectos observados previamente se revierten al incubar los

MApor otro período de 24 horas indicando la capacidad de recuperación parcial

de los MA (Figura 2.18).

100 A Figura 2.18: generaciónde ROS.
_ B A: luegode 24 horas de exposicióna

MP (250 ug/ml).
80' B: idem incubando durante otras 24

horas en presencia de medio fresco.
Los valores representan la media z
ES (n=5).

Diferencias significativas (p<0,05):
*con respecto al control
*con respecto al tratado con la
misma clase de MP en A

0‘ O l.

bO

.l.
Estrésoxidativo(%)

20­

Material Particulado

c- GENERACIÓNDE NITRITOS

La Figura 2.19 indica que las partículas A, B y PM2_5CAC,aumentan los valores

de nitritos en el medio de cultivo celular. Sólo en aquellas incubadas con

PM¿_5CAC,en presencia de L-NAME los valores de nitritos se mantienen dentro

de los niveles basales.



I:] Confrol
LPs
- L-NAME
- LPS+L-NAME

*

7

A I .
B PM2.5CAC

Mc'rerial Parficulado

X"

Nan-¡ns(uM/lOecélulas)

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\x\\\\\\\\\\\\3

>Control

Figura 2.19: ggeneración de nitrí’ros. CuIfivos de MA se incubaron durante 24 horas en
presencia de MP (250 ug/ml) y en presencia de LPS (1 pg/ml) y/o L-NAME (1 mM) o solución
salina. Los valores representan la media t ES (n:5). diferencias significativas (p<0,05): *
respecto del control sin MP, * respecto del con‘rr‘olcon LPS, *enfr‘e MP y MP + L-NAME.

LAS MUESTRAS DE COQUE A y B ACTIVAN MA MEDIANTE ALIMENTOS EN LA

ACTIVIDAD NAG, INDUC'CZ'ÓNEN LA LIBERAaO'N DE 17VF-a y LIBERAaO’N DE

NZ'TRITOS.

LA MUEsmA B (ENRIOuEaDA EN COQUE¿Pl/Do) ES CAPAZDE SENERARLA LIBERAaO'N

DE R05, HECHOQUE SE REVIERTEEN PRESENaA DE DM TU.

LA MUESTRA URBANA SENERA EFECTOS MENORES OON RESPECTO A LAS ANTERIORES
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DISCUSIÓN y
CONCLUSIONES



En los últimos años, a partir de estudios epidemiológicos, se ha encontrado una

correlación entre el aumento en los niveles de enfermedades respiratorias y

cardio-pulmonares humanas y la creciente contaminación atmosférica con

material particulado (MP). Esta problemática tiene importantes repercusiones

tanto a nivel económico como de salud pública. “3

El aire que respiramos contiene contaminantes que son básicamente una mezcla

de gases y de material particulado y es la combinación de ambos lo que genera

los efectos biológicos adversos. Para iniciar esta línea de investigación, se

comenzó con el estudio de la acción de material particulado analizando los

componentes del mismocomo posibles causantes de efectos biológicos adversos

en animales experimentales.

El MP de origen antropogénico analizado en este trabajo está vinculado a la

generación de energía (combustión del carbón), a emisiones industriales

(calcinación del coque) etc, todas ellas vinculadas a actividades del hombre

necesarias para el desarrollo de la vida cotidiana.

Con respecto a los datos obtenidos con partículas provenientes de la

combustión del carbón (CFA)se puede considerar lo siguiente:

La generación de energía eléctrica en países como USA y China176se realiza

principalmente mediante la combustión completa del carbón en las centrales

térmicas debido a que éste se encuentra en grandes cantidades y en

yacimientos de fácil acceso. Si bien en estos países se dispone de tecnologías

eficientes y dispositivos adecuados que facilitan el control de la contaminación

ambiental, las cenizas de la combustión del carbón (CFA) constituyen una

importante fuente de MP contaminante. En el caso particular de USA existen

diferencias importantes entre el carbón proveniente del oeste y el proveniente

del este del país. Dada Ia posibilidad de obtener el material fraccionado según

su tamaño, se realizaron experimentos en animales a fin de determinar algunos

efectos biológicos.
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Los estudios de Toxicologíatradicional han utilizado principalmente altas dosis

de CFA no fraccionado177 y describen ampliamente cuadros de inflamación

pulmonar y mayor susceptibilidad a infecciones.178En el presente estudio se han

empleado dosis menores (5 y 1.25 mg/ Kg) de CFA y éste ha sido fraccionado

según el tamaño de las partículas que Io componen: C, F y UF a fin de evaluar los

efectos de cada fracción por separado.

El CFA, como la mayoría del MP proveniente de combustiones antropogénicas,

presenta una porción significativa de partículas u/fr'afl'ne (UF) las cuales, por su

pequeño tamaño, escapan a los dispositivos de control. Hay un gran interés en el

estudio de estas partículas debido a que, aunque representan una pequeña

fracción en masa total, la contribución en número a la cantidad total de MP es

notoria.

El CFA proveniente de la combustión del carbón de Montana (subituminoso­

Oeste) contiene una fracción UF que consiste básicamente en sulfato de calcio

con abundante contenido en trazas de metales, mientras que las fracciones MF

y MC consisten en alumino-silicatos con un elevado contenido de cuarzo. El Ca

reacciona con compuestos ácidos para formar sulfatos de calcio muy estables.

La fracción UF presenta un enriquecimiento en trazas de metales debido a la

vaporización de elementos volátiles y a su posterior nucleación. Las

características del proceso de combustión conducen a cambios en la especiación

elemental, lo cual afecta Ia solubilidad y la bio-disponibilidad de los metales. El

grado de enriquecimiento de los elementos en Ia fracción de menor tamaño

varía según el tipo de carbón y se debe, en parte, a diferencias en Ia

distribución de material mineral en el carbón que Ie dio origen.166Las fracciones

F y C están constituidas por alumino-silicatos, con un elevado contenido de

cuarzo. Esta composición se repite en las fracciones provenientes de la

combustión del carbón de WK (bituminoso). Ambas presentan, además, una

importante cantidad de hierro: WKF presenta hierro metálico en grandes

cantidades, mientras que WKC presenta óxidos de hierro. Estos resultados
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están en concordancia con trabajos realizados en CFA provenientes de otros

tipos de carbón. ‘79En estas publicaciones se describe que las fracciones F y C

están compuestas principalmente por alumino-silicatos y por metales poco

solubles. El aluminioy el silicio no se vaporizan durante la combustión y atrapan

grandes cantidades de otros elementos.180

Con respecto a la acción biológica del CFA, la fracción UF de Montana generó un

aumento significativo en el número de ce'lulas en el BAL, incluso a la dosis más

baja, que se ha atribuido al aumento en el número de PMN. Éste último es un

indicador importante de un proceso inflamatorio. 18‘La instilación con MUF

generó aumentos en la actividad NAG indicando una activación en los

macrófagos probablemente causada por el contacto y/o Ia fagocitosis de este

MP. Los niveles de TNF-a e IL-ó en el BAL resultaron significativamente

elevados. Losdatos de la literatura atribuyen el aumento de estos mediadores a

la acción de ROS99generado por el contacto y/o fagocitosis del MP. Este

incremento en los niveles de TNF-a estaría relacionado con aumentos en los

niveles de IL-6.182.Estos, a su vez, inducirían aumentos en el número de PMN en

sangre. 153Los elevados niveles de MIP-Z estarían relacionados con el

incremento observado en el número de PMN en el BAL de animales instilados

con MUF. Al respecto existen referencias bibliográficas que reportan altos

niveles de TNF-a en células epiteliales pulmonares que inducirían la liberación

de IL-8 ‘84(efectos análogos a MIP-Z pero en humanos) y que esta respuesta

es amplificada por la presencia de PMN.165

Una hipótesis de peso atribuye los efectos biológicos de las partículas UF a la

gran superficie de contacto que presentan”. Esta gran superficie en área

favorece la generación de ROS, incluso en ausencia de metales.‘°° Se utilizó la

administración sistémica del antioxidante DMTUen ratones instilados con MUF

a fin de determinar Ia participación de las ROS en este proceso. Este

antioxidante ha favorecido Ia disminución de los niveles de algunos indicadores

inflamatorios en animales instilados con MUF aunque éstos no resultaron
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significativos. Otros trabajos que emplearon ROFA‘B",otros tipos de CFA2°2y

MP urbano.105indican que el pre-tratamiento con el antioxidante DMTU inhibe

la inflamación pulmonar inducida por instilación intra-traqueal. El hecho de que

los efectos de MUF no se controlan eficazmente con el empleo de

antioxidantes indica que los mismos no estarían relacionados sólo con la

generación de ROS sino que otros factores, como por ejemplo su alto contenido

de azufre, podrían ser determinantes en su acción deletérea. Se ha reportado

que la exposición aguda o crónica a partículas carbonosas cubiertas de azufre
"mas medianteproduce alteraciones en los mecanismos de defensa pulmonares

la disminución de la fagocitosis y la destrucción intracelular de bacterias

patógenos así como por la disminución en Ia producción de importantes

mediadores biológicos críticos para el mantenimiento de Ia inmuno-competencia

pulmonar.189

Hay que tener en cuenta que el número de partículas para una determinada

masa es mayor para partículas de menor tamaño, por lo tanto, los efectos

observados pueden deberse a que un número mayor de partículas sea

fagocitado por cada ce'lula o a que un número mayor de células se vea

afectado.19°Desafortunadamente la fracción WKUF no estuvo disponible para

una completa comparación de los dos tipos de carbón.

La fracción MF generó aumentos en los parámetros inflamatorios analizados

pero, a diferencia de MUF, sólo cuando se instiló la mayor concentración de

partículas: se detectaron aumentos en la proporción de PMN en BAL,

acompañada por un aumento en los niveles de albúmina, proteínas, NAGy MIP-Z.

Las alteraciones en el micro-ambiente alveolar (niveles elevados de proteínas y

de albúmina) indican pérdida de la integridad en la barrera epitelial. Sin

embargo la actividad LDH no está incrementada, por lo tanto esta

extravasación de proteínas no se debería a ruptura celular sino que podría

estar mediada por contracción endotelial o por reorganización del cito­

esqueleto.58 La administración de DMTU en el grupo instilado con MF no mejora
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los parámetros inflamatorios. La inflamación generada por MF, podría deberse

a| importante contenido de cuarzo en esta fracción. Está descrito que la

inhalación de partículas de cuarzo genera respuestas inflamatorias pulmonares

¡91"92'193’94'‘95 y que la inducción de MIP-Z por sílice en células epiteliales esta

mediado por TNF-a inducido por ROS.196

Se ha hecho referencia a la correlación entre el tamaño de la partícula y sus

efectos sobre el sistema respiratorio. Las partículas UF y F alcanzan las

regiones alveolares y se acumulan en ellas, induciendo los efectos previamente

descritos, mientras que la fracción C no llega a depositarse en los alvéolos. Por

este motivo las partículas de este tamaño no afectan los parámetros aquí
anahzados.

Con respecto a los efectos del CFA obtenidos a partir de la combustión de

carbón proveniente de W Kentucky (bituminoso-este), se observó que Ia

fracción WKFproduce efectos inflamatorios similares a los producidos por MF

pero de mayor intensidad. Esto coincide con estudios realizados por otros

grupos que indican que la inhalación de partículas generadas por la combustión

de carbón bituminoso con alto contenido de azufre produce mayor toxicidad

que la inhalaciónde partículas generadas a partir de carbonos sub-bituminosos

y lignitos. ‘97

El CFA proveniente de WK contiene un elevado contenido de Fe asociado a

alumino-silicatos. La administración sistémica del antioxidante DMTU ha

disminuido los índices inflamatorios en el grupo instilado con WKF. Esto podría

deberse, en parte, al alto contenido de Fe presente en esta fracción, el cual

participaría en Ia generación de ROS mediante Ia reacción de Haber-Weiss. 15‘

La bio-disponibilidad del hierro varía según el tamaño de Ia partícula y el tipo de

carbón utilizado para generar el CFA.El hierro es movilizado en mayor cantidad

en las fracciones F que en las C.198Las primeras se caracterizan por presentar

una mayor tasa de movilización del mismo, Ia cual depende de su

especiación.‘99'2°°Este CFA alcanza las zonas alveolares donde las partículas
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son fagocitadas con la consecuente movilización del hierro 20‘, éste es

almacenado intracelularmente y participa en la inducción de IL-8, evento

dependiente de ROS.202

La fracción WKF presenta también un contenido importante de zinc. Este

elemento ha sido descrito como factor destacado en el desarrollo de

203104205206y en la depresión de la actividad fogocítica deinflamación pulmonar

MA 207

En lo que respecta a la instilación con la fracción KC,al igual que con MC, no se

producen aumentos en los valores de los parámetros de inflamación analizados.

El coque de petróleo, utilizado en la industria del aluminio, es de especial

interés en cuanto a su acción sobre la salud humana debido a que presenta un

alto contenido de compuestos que han sido clasificados como carcinógenos

mutagénicos (PAH).13°4'131Las exposiciones prolongadas a estas partículas deben

ser evitadas debido a los efectos deletéreos de estos compuestos. Si bien los

trabajadores de los hornos de coque sufren un alto grado de exposición, Ia

poblaciónque vive en las zonas cercanas a estos establecimientos se encuentra

también expuesta, de manera persistente, a estos contaminantes. Este grupo

poblacional debe recibir Ia atención adecuada en cuanto a calidad del medio

ambiente circundante.

A causa de las frecuentes emisiones accidentales de coque, en una zona

industrial de la Provincia de Buenos Aires, se estudiaron los efectos de esta

clase de MP sobre las vías aéreas, para Io cual se ha utilizado este diseño

experimental basado en la instilación en animales.

Se ha descrito, en Ia primera parte de este trabajo, Ia utilización de MP

proveniente de Ia combustión de carbón (CFA) fraccionado por tamaño en

muestreos programados. En el caso del coque, el MP fue recolectado luego de

un episodio de emisión accidental, por Io tanto no fue posible recolectar las

muestras con un muestreador a fin de obtener partículas fraccionadas por
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tamaño. No obstante se debe recalcar Ia importancia del estudio de los efectos

de material de estas características debido a la carencia de información

bibliográfica sobre el tema en Io que respecta a su efecto en el tracto

respiratorio de Ia poblaciónexpuesta.

Las muestras ambientales recolectadas en las cercanías de las viviendas fueron

comparadas con muestras patrón e identificadas como partículas de coque.208EI

análisis por DRX indica que Ia muestra A presenta 100°/ode coque calcinado y Ia

muestra B, 40%-60°/o de coque calcinado-crudo por Io tanto existe una alta

probabilidad de que A provenga de emisiones de las chimeneas de la coquería,

mientras que una fracción importante de B provenga de las pilas de coque crudo

depositado en Ia misma.

De los resultados obtenidos se ha concluido que la muestra A consiste en una

matriz carbonosa con un alto contenido de grafito, que ha perdido una

importante cantidad de moléculas orgánicas durante el proceso de calcinación.

La muestra B, con importante contenido de coque crudo consiste en una matriz

carbonosa amorfa, con un elevado número de moléculas orgánicas adsorbidas.210

Esta diferencia estructural podría explicar los efectos mas importantes de la

muestra B. Estudios comparativos en trabajadores de hornos de coque (donde

se calcina coque crudo) y trabajadores de plantas de ánodo de aluminio(donde

se utiliza coque calcinado), mostraron una mayor proporción de compuestos

orgánicos en Ia orina de trabajadores de coque crudo.2°9Laidentificación de los

diferentes componentes de Ia fracción orgánica en nuestro material se
realizará en el futuro.

Las DEPhan sido profusamente analizadas en Ia literatura internacional y sus

efectos sobre el tracto respiratorio están bien documentados. Por lo tanto las

DEPhan sido consideradas como material de referencia. Las DEPson partículas

análogas al coque crudo en cuanto a sus matrices carbonosas con moléculas

orgánicas adsorbidas: compuestos nitro-aromáticos en las DEP y

benzo(a)pirenos en el coque. 21°
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El análisis de los efectos ¡n viva indica que Ia instilación de las muestras A y B

genera aumentos importantes en el número total de células y de PMNen el BAL.

Los MA de animales instilados con la muestra A presentan una mayor

sobrecarga de partículas que los MA de animales instilados con B. Esto puede

afectar la depuración del MP debido a que los MA que fagocitan una gran

cantidad de material tenderían a acumularse en el alvéolo. Esto conduciría a una

ineficiente depuración aumentando la respuesta inflamatoria.211

Las muestras A y B generan necrosis celular y activación de macrófagos

presentes en BALy estos efectos son mayores en el grupo instilado con B,

indicando una posible influencia de la fracción orgánica de B en estas

respuestas. Al respecto, se ha publicado que las DEP y sus compuestos

orgánicos aislados producen efectos inflamatorios en el tracto respiratorio

atribuidos a las moléculas orgánicas adsorbidas a la superficie de las mismas. 138

E| pre-tratamiento con DMTUatenúa algunos parámetros inflamatorios sólo en

el grupo instilado con Ia muestra B, Io que indicaría Ia participación de ROS en

estos procesos. Los compuestos orgánicos adsorbidos serían los agentes

efectores vía Iageneración de ROS.“ Este proceso se encuentra vinculadoa la

expresión de citoquinas pro-inflamatorias en macrófagos213y a los efectos

mutagénicos de los compuestos orgánicos presentes. 2“ Las ROS pueden

generarse directamente por las partículas, como productos endógenos, o por el

metabolismo de xenobióticos luego de Ia fagocitosis del MP.’5°'151Lamatriz

carbonosa se considera un vector de entrada de compuestos orgánicos a Ia

célula y la lenta disociación entre estos componentes contribuye a una

sostenida estimulación. 215

Con respecto a la muestra urbana, las imágenes de MEB muestran que son

partículas de tamaño respirable, carbonosas, constituidas además, por

elementos de la corteza terrestre. Los resultados ¡n vivoobtenidos luego de la

IT de esta muestra indican que es capaz de aumentar el nivel de PMNy que sus

efectos inflamatorios, a iguales masas instiladas, son menos potentes que los
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encontrados en animales tratados con ambas muestras de coque,

probablemente debido a la mayor homogeneidad del material en estas muestras.

Los efectos inflamatorios no se revierten mediante la administración sistémica

de DMTU,indicando que otros factores, independientes de ROS, podrían estar

participando.

Esfuá’os ¡n Vitro

En los estudios ¡n w'fr'ocon CFA las fracciones F y C de ambos tipos de carbón

producen activación de macrófagos y liberación de mediadores inflamatorios

que podrían explicarse por el elevado contenido de cuarzo de estas fracciones.

Hay trabajos previos que indican que una sobrecarga de cuarzo en MA produjo

cantidades apreciable de TNF-oz216e IL-6.2‘7'218También se ha detectado un

nivel importante de nitritos luego de la incubación con partículas F. En

publicaciones previas se describe que estas partículas ejercen una mayor

acción que las C en cuanto a la liberación de NO y que esto se debería a

diferencias físico-químicas. 219

La significativa activación de macrófagos y la disminución en la generación de

ROS luego del tratamiento con DMTU en cultivos tratados con la muestra B

(enriquecida en coque crudo) son resultados in vitro cuya tendencia coincide con

lo observado ¡n vivo.

Conrespecto a la muestra urbana se observó que ejerce menores efectos sobre

MA que las partículas de coque. Estudios realizados sobre muestras similares,

pero tomadas en otros lugares de la ciudad de Buenos Aires bajo diferentes

condiciones, han señalado que los contenidos de MPy de azufre son elevados y

se encuentran por encima de los estándares internacionales.44 Sin embargo

estos valores dependen de la localización geográfica del muestreo, de la

estación del año, de factores meteorológicos y de la composición físico-química

de las muestras. La heterogeneidad del MPurbano es la razón por la cual existe

muchadiscrepancia en la literatura en cuanto a la toxicidad de estas partículas.

116



En general los ensayos ¡n vitro no muestran efectos diferenciales notorios

entre los distintos tipos de MP sugiriendo que los ensayos ¡n vivoen ratones

constituyen un modelo de evaluación mas confiable. El empleo de líneas

celulares o cultivos primarios de ratón podrían ser indicadores más sensibles

que los cultivos primarios de MAde rata utilizados en este estudio.

La modulación de las funciones de los MA por Ia exposición a MP ¡n vitro no ha

podido se correlacionada con las diferentes estructuras y composición

fisicoquímica de las partículas aquí estudiadas. Si bien los macrófagos han

reaccionado frente al estímulo, estas respuestas no muestran especificidad

para determinada partícula bajo nuestras condiciones experimentales. Es

sabido que el sistema de cultivo celular es restringido y en este caso no

representa el microambiente pulmonar en el cual coexisten varios tipos

celulares, además de los MA, cuya interacción contribuye a los efectos

observados ¡n vivo.



CONCLUSIONES

-Este trabajo demuestra que el MPde origen antropogénico empleado en este

estudio produce efectos pulmonares agudos significativos en animales

experimentales. Estos efectos están condicionados por el origen, tamaño, y

composición fisicoquímica del MP.

-EL MP proveniente de Ia combustión del carbón presenta un alto contenido de

cuarzo y de metales. El origen y la composición de las muestras originales,

carbón bituminoso (W Kentucky) y sub-bituminoso (Montana), determinan la

composición fisico-química de las fracciones del CFA obtenidas: el carbón sub­

bituminoso presenta mayor contenido de azufre y de hierro que el bituminoso.

-Las fracciones de CFAde menor tamaño se caracterizan por su alto contenido

de metales. La fracción ultrafina presenta además un elevado contenido de

sulfato de calcio. Las fracciones de mayor tamaño, no carbonosas, están

constituidas por alumino-silicatos.

- El coque constituye MP proveniente de derivados del petróleo. El material

analizado en este trabajo proviene de zonas aledañas a una coquería, luego de

una emisión accidental. Está constituido por matrices carbonosas amorfas

(coque crudo) o cristalinas (coque calcinado) y carece de metales. Es conocida

su alta concentración de moléculas orgánicas.

-Ambos tipos de MP,de origen y características físico-químicas muydiferentes

son capaces de generar procesos inflamatorios agudos.

-Los efectos pulmonares agudos del CFA se encuentran íntimamente

relacionados con el tamaño de las partículas que Io componen y están asociados
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al contenido de azufre, de cuarzo y de trazas de elementos del MP. Las

partículas ultrafinas presentan mayor potencia inflamatoria ¡n Vivoque las finas

o gruesas provenientes del mismo carbón. Masas iguales de partículas del mismo

tamaño, provenientes de carbones de distinto rango, generan efectos de

distinta magnitud: el CFA proveniente de un carbón bituminoso presenta

efectos mayores que el proveniente de un carbón sub-bituminoso.

-E| coque también ejerce efectos inflamatorios importantes a nivel pulmonar. El

coque crudo ejerce sus efectos, en parte, mediante generación de ROS. Los

efectos del coque crudo son más potentes que los del coque calcinado. Las

moléculas orgánicas adsorbidas a la matriz carbonosa del coque crudo podrían

tener una participación importante en la generación de estas respuestas.

-E| MPde diferente composiciónfísico-química y de diferente origen genera ¡nn-z":

w’fr'orespuestas similares. No se han encontrado marcadores específicos que°'. 3

caractericen a una partícula determinada. .

-En síntesis, los resultados indican que MP de diferente origen, que ha sido :¡g-z

sometido a diferentes procesos y que posee diferente tamaño y composición
físico-química,es capaz de generar respuestas inflamatorias importantes en los

modelos biológicos estudiados. La presencia de cuarzo, metales y moléculas

orgánicas presentes en el MP estudiado cumple un rol importante en estos

procesos.

-Dado que el aparato respiratorio constituye la vía de entrada de estos

contaminantes al organismo, la inflamación inicial constituye sólo el comienzo de

una serie de eventos adversos para la salud bajo situaciones de exposición

prolongadas a MP. Por esta razón es necesaria la implementación de políticas

ambientales que conduzcan a un control más estricto en las emisiones de MPasí
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como a la generación de un registro y seguimiento de patologías asociadas a los

mismos en nuestro país.

-Estos resultados experimentales que analizan efectos inmediatos producidos

por material particulado presente habitualmente en el aire que respiramos,

deben ser considerados en relación a Ia calidad del aire en zonas geográficas

con importante actividad antropogénica. La injuria persistente a las vias aéreas

de las personas que habitan estas zonas, puede producir afectos deletéreos a

corto o largo plazo afectando la calidad de vida y la productividad del hombre.

Tesista:SilviaEvangelinaO‘Connor Léru

Director: Beatriz Lucía Molinari

Fecha: 28 de octubre de 2004
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