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RESUMEN

Numerosos estudios epidemioldgicos han descrito una asociacién entre
aumentos de mortalidad y morbilidad humana con la existencia de niveles
elevados de material particulado (MP) en el aire.

El tamafio y las caracteristicas fisico-quimicas del MP se encuentran
intimamente relacionados con su origen y con los procesos que lo generaron. El
MP proveniente de combustiones antropogénicas, como la generacion de energia
y la actividad industrial y urbana, presenta una gran proporcién de particulas
fine (dge<2.5 um) y ultrafine (dge 1 um), mientras que el MP de origen natural
presenta una mayor proporcién de particulas coarse (dge<10um). Si bien existen
dispositivos de control para reducir las emisiones de MP, éstos son ineficientes
para retener particulas muy pequefias y no se encuentran disponibles en muchas
partes de nuestro pais.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los efectos pulmonares
agudos del CFA (proveniente de la combustidn del carbén para la generacién de
energia eléctrica, con bajo contenido de carbono), se encuentran inversamente
relacionados con el tamafio de las particulas y estdn 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 emisién accidental
industrial (coque, proveniente de la combustion de derivados del petréleo, con
alto contenido de carbono) generé efectos pulmonares agudos considerables y
disminucién en la funciones de defensa de macréfagos alveolares. Los efectos
del coque crudo son mds pronunciados que los del coque calcinado, indicando una
posible participacion de los compuestos orgdnicos 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

dreas relacionadas con las actividades humanas.

PALABREAS CLAVE: MATERIAL PARTICULADO, CONTAMINACION DEL AIRE,
INFLAMACION, VIAS AEREAS, MACROFAGOS



ABSTRACT

Many epidemiologic studies have identified an association between human
mortality and morbidity with high air particulate matter (PM) levels.

Biologic PM responses are closely related to its physicochemical
characteristics and its size. Anthropogenic PM from combustion sources, such
as electric power generation and industrial and urban activities, are rich in fine
particles (dee<2.5 pm) and u/trafine particles (dge 1 pm), while PM from natural
sources have got a great proportion of coarse particles (dge<10um). 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-coal combustion product emitted by electric
power plants, with low carbon content) are inversely related to particle size
and associated with the increase in sulfur, 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 /in vivo significant
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 Buenos Aires city) exerted inflammatory effects 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 biological and health effects, with a

view to controlling its emission in certain areas of human activity.

KEY WORDS: PARTICULATE MATTER, AIR POLLUTION, AIRWAYS, INFLAMMATION,
MACROPHAGE S



ABREVIATURAS

BAL-Lavado bronco-alveolar
BALF-Fluido del BAL
CB-Carbon Black (Negro de humo)
CBP (Carbon Black Pelletizado)
CBF (Carbon Black Fluffy)
CFA-Coal Fly Ash (cenizas de la combustion del carbén)
DEP- Diesel Exhaust Particles (particulas de la combustion del diesel)
DRX-Difraccién de Rayos X
DMTU-Dimetil tiourea
EDX-Energia Dispersiva de Rayos X
IL-6-Interleuquina 6
ip-Intraperitoneal
IT-Instilacion Intratraqueal
LPS-Lipopolisacdrido
L-NAME- N (6)-nitro arginina metil ester
MA-Macréfagos alveolares
MP-Material Particulado
-MP C (Coarse- C-Guesa)
-MP F (Fine -F-Fina)
-MP UF (Ultrafine -UF-Ultrafina)
mg/Kg= mg/Kg de peso
MIP-2- Macrophage Inflammatory Protein- 2
PBS-Solucién Buffer Fosfato
PMN-Polimorfonucleares
ROS-Reactive Oxygen Species (Especies Reactivas del Oxigeno)
TNF-a-Factor de Necrosis Tumoral o
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SECCION 1I: Contaminacién del Aire



El término contaminacion del aire se refiere a la presencia en la atmésfera
de una o mds sustancias sélidas, liqguidas 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 lo largo de los afios.

-CONTAMINACION EXTERIOR
Proviene de la combustion de carbdn y petrdleo producidos principalmente
por las centrales eléctricas, las calderas industriales y la combustién de la

gasolina en los motores de los vehiculos.'

-CONTAMINACION INTERIOR

Se produce en las viviendas por la emisién doméstica de productos derivados
de la combustion de gas, queroseno, carbén y madera, utilizados
principalmente para calefaccionar y cuya combustién libera monéxido de
carbono, diéxido de carbono y material particulado (MP).2

Otras fuentes de contaminacién interior son: la combustion del tabaco, la
utilizacion de pinturas, ceras, productos de limpieza, ciertos materiales de la
construccion (asbestos), la emisién de radon y la presencia de contaminantes
de origen bioldgico (bacterias, dcaros domésticos, polen, etc).

Esta clase de contaminacion es frecuente en los paises en desarrollo debido a
que la poblacién utiliza la combustién incompleta del carbén y de la biomasa

como energia doméstica.
1-COMPONENTES DEL AIRE CONTAMINADO

Los contaminantes del aire se pueden clasificar en dos categorias segin su
origen: primarios y secundarios. Los primarios son emitidos directamente a la

atmdsfera. Los mds importantes son el material particulado (MP) y algunos



gases como el diéxido de azufre (SO;), monéxido de carbono (CO) y 6xido de
nitrégeno (NO;). Bajo condiciones apropiadas los contaminantes primarios
sufren reacciones quimicas en la atmésfera 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 quimicas, las precipitaciones, la sedimentacion
gravitacional y la absorcion por la vegetacion son procesos naturales
mediante los cuales se eliminan los gases y el MP. Sin embargo la eficacia de
estos procesos es menor que la velocidad de emisidn de los contaminantes.
Con respecto a los niveles mdximos de contaminantes ambientales se toman
como referencia aquellos valores recopilados por la Environmental Protection
Agency (EPA, Agencia de Proteccion Ambiental). Este organismo oficial,
creado en Estados Unidos en 1970, tiene como mision proteger la salud
humana y salvaguardar el medio ambiente mediante el control del
cumplimiento de las leyes regulatorias ambientales. EPA ha establecido
estdndares de calidad de aire de referencia para los seis contaminantes mas
comunes (criteria pollutants): monéxido de carbono, 6xidos de nitrégeno y de

azufre, ozono, plomo y MP? (Tabla I).

MONOXIDO DE CARBONO: proviene de combustiones incompletas de

compuestos orgdnicos de origen industrial, urbano y doméstico.

OXIDOS DE NITROGENO: es un término genérico que describe un grupo de
gases altamente reactivos que contienen nitrégeno y oxigeno en cantidades
variables. Las fuentes primarias son la combustién en vehiculos, en las
centrales termoeléctricas y en las industrias. Es el principal constituyente

del smog y de la lluvia dcida.

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

materiales que contienen azufre (carbén, petréleo). Son producidos



principaimente durante la combustion del carbon en centrales eléctricas y
durante ciertos procesos industriales como la produccion de papel y la
fundicion de metales. También son componentes importantes de la lluvia
dcida.

OZONO: este gas se genera naturalmente en las zonas altas de la atmésfera
por la accidn de la radiacidn 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 tdxico que causa dafios a la salud, al
medio ambiente y a una gran variedad de materiales naturales y sintéticos.
PLOMO: en los ultimos afios se ha reducido parcialmente la contaminacion
atmosférica por plomo debido a su eliminacion de los combustibles. No
obstante se mantiene, aunque en niveles menores, debido a su presencia en
pinturas, pilas, cerdmicas etc.

MATERIAL PARTICULADO (MP): son particulas sdlidas de distinto tamafio
suspendidas en el aire, producidas por diversas fuentes.

ESTA CLASE DE CONTAMINANTE SERA OBJETO DE AMPLIA DESCRIPCION A LO
LARGO DE ESTE TRABAJO, ANALIZANDO SUS EFECTOS EN MODELOS BIOLOGICOS
Y SU POSIBLE INFLUENCIA EN LA SALUD HUMANA.

Monédxido de Carbono
Didxido de Nitrogeno
Dioxido de Azufre
CONTAMINANTES 0Ozono
DEL AIRES MAS  Plomo
FRECUENTES Ultrafine (UF-PM;)

MATERIAL  Fine (PM; 5)
PARTICULADO Coarse (PM;o)
(PM) Particulas Totales en
Suspension (PST)

Tabla I: contaminantes mds frecuentes del aire



2-MATERIAL PARTICULADO

En el pasado se consideraba que los efectos sobre la salud ocasionados por
contaminantes del aire no eran de gravedad y que sélo ocurrian luego de
episodios puntuales de contaminacion. Ademds estos efectos se atribuian a
contaminantes gaseosos. Pero estudios epidemiolégicos '? han indicado que
estos efectos en la 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 atencién. Ademds el MP presente en el aire cobré especial importancia
debido a su creciente incremento y a la mejora de tecnologias que permiten

su monitoreo con exactitud.
2.1-CARACTERISTICAS

El MP atmosférico se define como un conjunto de particulas sélidas en
suspensién en la atmésfera.* El término material particulado atmosférico es
un concepto amplio que engloba tanto a las particulas en suspensién como a
las particulas que sedimentan en el suelo.

El MP se puede clasificar segun su origen, la constitucién de su matriz y su

tamatrio:

A) POR SU ORIGEN:
e MP natural: proviene del medio ambiente, sin mediar la accién del
hombre. Provienen de la erosién del suelo o de las erupciones volcdnicas.
En su mayoria, presentan un didmetro mayor a 10 pum.
e MP antropogénico: es el resultado de la actividad humana,
principalmente de procesos industriales o combustiones abiertas. Estas

particulas se caracterizan por poseer alta capacidad de adsorcién, lo



cual favorece la adhesion a su superficie de metales pesados e

hidrocarburos. Su tamafio es menor a 10 um.

Las particulas emitidas por las industrias se controlan en el lugar de emisidn
por medio de instrumentos especificos como ciclones y muestreadores

electrostéticos. °%7

B) POR SU TAMANO:

El didmetro del MP en suspension varia desde nanémetros (nm) hasta decenas
de micrones (um). Uno de los pardmetros frecuentemente utilizados es el dg
(didmetro aerodindmico), que representa el didmetro que tendria una esfera
de densidad igual a 1g/cm’ si tuviese la misma velocidad de sedimentacién
que la particula en suspensién.® El d,e se emplea para MP respirable. También
se expresan como distribuciones geométricas de tamafios cuando se trata de
MP sedimentado.”*°

En términos de calidad del aire se definen también cuatro pardmetros
fundamentales atendiendo al filtro empleado en los sistemas de captacién:
PST, PMyo, PM2s y PM; (UF): el término PST se refiere a Particulas Totales
en Suspension (particulas menores a 20 um de diémetro). PM,o, PM25 y PM,
(UF) definen conjuntos de particulas con un didmetro aerodindmico menor a
10 um, a 2.5 umy a 1 um respectivamente."En la Figura 1 observamos que, en
general, a medida que disaminuye el dg. el porcentaje en masa de la fraccion

dentro de una muestra de MP es menor.

e Particulas u/trafine (ultrafinas-PM1-UF): son particulas menores a 0.1
um (de), principalmente de origen antropogénico. Se producen en
grandes cantidades en las industrias de materiales para aplicaciones de
alta tecnologia (microelectrénica) y en centrales de generacién de

electricidad como consecuencia de procesos de combustidn a altas



temperaturas. Dependiendo del material del cual provienen presentan
niveles variables de metales de transicion y de moléculas orgdnicas
adsorbidas.

Particulas fine (finas-PM; s): son particulas menores a 2,5 pm (dg.), en
su mayoria de origen antropogénico. Se forman a partir de reacciones
quimicas a altas temperaturas durante la combustion de diferentes
sustratos y estdn enriquecidas por combinaciones de sulfatos, nitratos,
compuestos orgdnicos y metales de transicidn (Pb, Cd, V, Ni, Cu, Zn, Mn,
y Fe).

Particulas coarse (gruesas-PM;o): son particulas menores a 10 pm (dq.)
cuyo origen es tanto antropogénica como natural (abrasién de la
superficie terrestre y la actividad volcdnica). En estos dltimos se
generan a partir de procesos mecdnicos y estdn enriquecidas

principalmente por alumino-silicatos y dxidos.

Uktrafine Fine Coarse
? =
~ &
8
Y
% af
s 3
g2}
1+
) ag P AR PRSP P YUY | PP PPN Y |
0.002 o.m oA 1.0 10 100 1000
Didmetro de la particula (dae-pm)
®articulas Totales en
- suspensién (PTS) »
< P,y
-« PM; < >

Figura 1: distribucidn del porcentaje en masa de particulas en funcién del
didmetro aerodindmico.




ES NECESARIO ACLARAR QUE LA FRACCION COARSE (PMis) CONTIENE LAS
FRACCIONES FINE (PMz 5) ¥y ULTRAFINE (PM;-UF). LA DISPONIBILIDAD DE
ESTAS FRACCIONES, DISCRIMINADAS POR TAMANO, NOS PERMITE ENCARAR EL
ESTUDIO DE SUS EFECTOS POR SEPARADO, INDEPENDIENTEMENTE DE LA
COMPOSICION PORCENTUAL EN LA MUESTRA.

C) POR LAS CARACTERISTICAS DE SU MATRIZ
Las particulas pueden ser clasificadas segin su matriz:

e con alto contenido de carbono: todas las particulas de origen
antropogénico presentan una matriz altamente carbonosa. Se originan
debido a la combustién incompleta que se lleva a cabo tanto a nivel
urbano (combustion en vehiculos) como industrial (entre otras la
industria petroquimica).

e con bajo contenido de carbono: pueden ser tanto de origen natural
(particulas de origen volcdnico, erosién del suelo) como antropogénico.
Estas UGltimas se originan debido a la combustion total de los
combustibles fésiles en presencia de oxigeno en las centrales térmicas
liberando cenizas que contienen baja proporciéon de carbono y alto
contenido en trazas de metales. Estos combustibles fdsiles son:
derivados del petrdleo, los cuales, luego de su combustion liberan
residual oil fly ash (ROFA) o carbdn, cuya combustion produce coal fly
ash (CFA).

2.2-NIVELES DE MP ACEPTADOS MUNDIALMENTE.

Los efectos indeseables de la contaminacién 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 definié los valores de Estdndares



Internacionales de Calidad del Aire Ambiental (NAAQS-Nacional Ambient
Air Quality Standards) para PMo. Esto reduce las emisiones para mantener
niveles aceptables para la salud humana. Se determiné que los niveles de PMyo
no debian superar valores de 150 ug/m?® durante 24 horas y que el promedio
anual diario no debia superar los 50 ug/m?>. >

Sin embargo estudios epidemioldgicos publicados en los primeros afios de la
década del 90 indicaron una consistente asociacién entre pequefios aumentos
en los niveles de PM; 5y aumentos en la mortalidad y morbilidad humanas. Por
esta razén en 1997 se establecieron los limites para PM5: 65 1ig/m> durante
24 horas y promedio anual de 15 ug/m?, mientras que la norma anual para

PM,o se mantuvo sin cambios."
2.3- EFECTOS SOBRE LA SALUD

Numerosos estudios epidemiolégicos'?'***!> han indicado una asociacién entre
exposiciones humanas a MP del aire e incrementos de la morbilidad y la
mortalidad'®, adn a bajos niveles de exposicién. Los primeros registros sobre
aumentos en la incidencia de problemas de salud luego de grandes episodios
de emisién de MP fueron: Bélgica (1930)", Londres (1952, 1962)"® y Nueva
York (1953).°

Los efectos observados consisten principalmente en aumentos en la
incidencia de enfermedades respiratorias crénicas, asi como agravamiento de
cuadros asmdticos. Se encontré una correlacion entre las consultas para
atencidn primaria debido a esta sintomatologia en centros hospitalarios con
los niveles de contaminacién del aire correspondientes al dia de la consulta®
asi como una asociacién entre aumentos de los niveles de MP y riesgos de
mortalidad post-neonatal.?’

La exposicion continua a MP exacerba patologias pulmonares pre-existentes

?2como el Sindrome de Distrés Respiratorio del Adulto (SDRA)?**#y la



Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) cuyas formas tipicas se
presentan como bronquitis crénica, enfisema * y asma.?* 47
Otras poblaciones de riesgo susceptibles a dafios en la salud generados por la

29,30,31

exposicién a MP son los nifios ancianos*, fumadores®?, personas con

343y poblaciones carenciadas.*

exposicién laboral continua
La contaminacién del aire puede afectar la salud tanto a corto como a largo
plazo. Los efectos inmediatos incluyen irritacion de ojos, nariz y garganta e
infecciones del tracto respiratorio superior, mientras que las afecciones
crénicas incluyen patologias respiratorias y cardiacas, cdncer y dafio a los
rifiones, higado y sistema nervioso. La magnitud del dafio depende del estado
de salud de cada individuo, de la duracién de la exposicién y de la

concentracion y calidad del contaminante.

2.4-METODOLOGIAS EXPERIMENTALES PARA LA
EVALUACION DE EFECTOS BIOLOGICOS GENERADOS
POR MP

El aumento de las patologias humanas asociadas a la contaminacién del aire
generé la necesidad de estudiar sus efectos deletéreos y los posibles
mecanismos de dafio mediados por dicha contaminacién, por medio de modelos
experimentales en animales de laboratorio. Si bien estos estudios
constituyen sélo una aproximacién al problema, son muy dtiles para
identificar los componentes de MP que generan el dafio y los eventos
celulares y moleculares que conducen al mismo. Estos estudios conducen a la
blisqueda e instrumentacion de tratamientos efectivos que alivien los
sintomas asi como también a la implementaciéon de estrategias de control
para reducir los efectos adversos asociados con exposiciones a MP.

Las rutas cldsicas de exposicion a MP de los animales experimentales son la

inhalacién y la instilacién intratraqueal (IT).



La INHALACION consiste en introducir a los animales en una cdmara
experimental donde reciben MP a una tasa de concentracién y velocidad
constantes. A pesar de ser una via de exposicidn fisioldgica y de asegurar una
distribucion homogénea, esta técnica requiere un equipamiento costoso y
grandes cantidades de MP. Ademds este tipo de exposiciones retiene
cantidades significativas de particulas en la region nasal con la posterior

ingestién de las mismas lo cual dificulta el andlisis de los resultados. *’

La INSTILACION INTRATRAQUEAL es un método de bajo costo, que permite
la incorporacién instantdnea de una cantidad conocida de MP, suspendida en
un volumen pequefio de solucién salina y dirigida directamente al pulmén e
incluso a un I6bulo del pulmén. De esta forma se evita la deposicidn nasal o en
la piel, como sucede con los modelos experimentales de inhalacién. Es muy Gtil
para estudiar los efectos en el tracto respiratorio inferior asi como para la
administracion de compuestos altamente téxicos o de materiales
radiactivos.?’

Han surgido discrepancias entre los autores en cuanto a los resultados
obtenidos con la técnica de IT y la de inhalacion, especialmente en lo

3839 la depuracién de

referido a la distribucién homogénea de las particulas
las mismas*’ y el patrén de dafo.*' Sin embargo la IT es una técnica
ampliamente empleada debido a que permite dirigir la muestra directamente

al pulmén y a su facil implementacion.
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2.5-CONTAMINACION DEL AIRE CON MP ENLA
REPUBLICA ARGENTINA

A-SITUACION GENERAL

Hay pocos estudios de base sobre la problemdtica de la contaminacion
atmosférica en nuestro pais debido a la escasez de recursos y la falta de
equipamiento tecnoldgico.

Las fuentes principales de contaminacién del aire en la Repiblica Argentina
son las fuentes mdviles como los vehiculos y las fuentes fijas como las
industrias y las centrales termoeléctricas. La contaminacién del aire en las
grandes ciudades se debe principalmente a fuentes mdviles mientras que, en
zonas industriales como por ejemplo Ensenada y Bahia Blanca, el aporte de
contaminantes provenientes de las fuentes fijas cobra mayor importancia
debido a la presencia de destilerias e industrias petroquimicas.

La situacién es preocupante debido a que los individuos que trabajan o
circulan por dreas con altos niveles de contaminacion reciben el impacto
directo de los tdxicos emitidos. Las ausencias laborales y escolares
generadas o agravadas debido a los altos niveles de contaminantes
ambientales tienen un gran impacto econdmico y también constituyen un
gasto importante en salud puiblica.

En la Ciudad de Buenos Aires las principales fuentes de contaminacion
atmosférica son el transporte vehicular y dos grandes centrales térmicas
que utilizan principalmente gas natural. Segin el Informe del Banco
Mundial*, se considera que la contribucién del sector industrial y energético
a la contaminacién del aire en esta ciudad no seria especialmente relevante,
principalmente debido al uso del gas natural como combustible. Trabajos mds
recientes realizados para comprobar si el sector energético cumplia con los

estdndares de calidad del aire, indicaron que los valores de PM .5, de PMyo y
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de azufre superaban los estdndares de EPA.** Por otra parte se determiné
que el 80 % de las emisiones de PMy, estaba constituido por PM,5.** Si bien
esta situaciéon se ve atenuada por un régimen de vientos favorables para la
dispersion de estas particulas y por la ausencia de barreras naturales, estas
ventajas no son suficientes para dispersar los contaminantes que se
concentran como consecuencia de la creciente urbanizacién y del transporte

automotor.

B-MARCO LEGAL

La Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, dependiente del
Ministerio de Salud y Ambiente, es la autoridad competente en nuestro pais
para todos los aspectos relativos a emision de gases contaminantes, ruidos y
radiaciones pardsitas. En el Articulo N°33 del Decreto N® 779/95 establece
los limites mdximos de emisiéon de contaminantes al medio ambiente y los
procedimientos de ensayo establecidos, para los motores y vehiculos
automotores nuevos y usados.*

Por otra parte la Resolucion 708/96 de la Secretaria de Recursos Naturales
y Ambiente Humano establecié las Normas de Medicion de Concentracion de
Gases y Material Particulado emitidos por chimeneas. La misma determina
que es necesario establecer una metodologia adecuada para la extraccion de
muestras y la medicion de su concentracién en chimeneas y que para ello
resulta conveniente basarse en la legislacién internacional para su aplicacion
a nivel nacional. En la misma se hace referencia a las metodologias y a los

estdndares de calidad de aire empleados por EPA.*
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C-EVALUACION DE LOS EFECTOS DE CONTAMINANTES DEL
AIRE

Existen pocos estudios epidemioldgicos en nuestro pais pero algunos indican
que hay una elevada correlacién entre ciertas patologias como cdncer
pulmonar frecuentes en trabajadores de ciertos tipos de industrias y
exposiciones laborales a contaminantes del aire.*

Trabajos realizados en nuestro pais indicaron que los efectos biolégicos
producidos por la fraccion orgdnica de particulas finas de origen industrial y
urbano consistian en eventos mutagénicos y citotéxicos que se
correlacionaban con el contenido total de hidrocarburos poliaromadticos
(PAH)."®* Por otra parte trabajos realizados en la Provincia de Cérdoba,
empleando liquenes como bioindicadores, mostraron elevados valores de
parémetros bioquimicos (contenido de clorofila, proteinas totales,
malondialdehido) y acumulacién de azufre en los liquenes ubicados en las
zonas urbanas y en las zonas cercanas a las centrales de generacion de

energia eléctrica.®*°'??

EN LA REPUBLICA ARGENTINA NO HAY ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS PUBLICADOS
QUE CORRELACIONEN LOS EFECTOS PRODUCIDOS POR EMISIONES LOCALES DE MP
CON PATOLOGIAS EN LA POBLACION. POR ESTA RAZON ES DE INTERES ABORDAR
EL TEMA A NIVEL EXPERIMENTAL. PARA ELLO, EN ESTE TRABAJO EMPLEAMOS LA
INSTILACION INTRATRAQUEAL COMO RUTA DE EXPOSICION DEL MP EN
RATONES.
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3-MATERIAL PARTICULADO UTILIZADO
EN ESTE ESTUDIO

La actividad industrial, el transporte y la generacién de energia basados en la
utilizacion del carbén y el petréleo constituyen hoy la causa principal de la

contaminacion de origen antropogénico de la atmdsfera.

3.1- MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DEL
CARBON

La combustion del carbdén libera MP que constituye un importante
contaminante del aire. A pesar de que los productos de la combustién del
carbén son contribuyentes muy importantes de la lluvia 4cida y del efecto
invernadero, muchos paises, como Estados Unidos y China, lo emplean en
grandes cantidades para la generacién de energia eléctrica debido a que
poseen enormes reservas carboniferas y tecnologias adecuadas para reducir

la contaminacién.

CARACTERISTICAS DEL CARBON

El carbdn es una compleja combinaciéon de materia orgdnica e inorgdnica
formada a través de los siglos mediante el proceso de carbonizacién de
sucesivas capas de vegetacién. Durante este proceso se produce un
incremento relativo en el contenido de carbono con respecto a elementos
voldtiles y humedad, acompafiado por la pérdida de hidrégeno en forma de
agua. Se clasifican segin su carbonizacién progresiva de lignito a antracita

(Figura 2).
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Las variedades bituminoso y sub-bituminoso son las mds empleados para la
generacion de electricidad debido a su abundancia y alto contenido de

carbono.

COAL FLY ASH (CFA)

Los principales contaminantes provenientes de la combustion de carbdn
bituminoso y sub-bituminoso son MP, éxidos de azufre y de nitrdgeno. Este
MP consiste fundamentalmente en CFA, constituido por particulas de tamafio
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 combustion completa de
carbdn, se produce la vaporizacion y condensacion del CFA debido a que las
temperaturas de combustion son extremadamente elevadas. Al vaporizarse,
las cenizas se enriquecen en trazas de metales debido a que estos elementos
inorgdnicos son voldtiles a las temperaturas empleadas para la combustién.”*
Posteriormente los gases se enfrian y los vapores inorgdnicos se unen
formando nicleos de aerosoles UF con un tamafio entre 0.01 y 0.03 um? La

fraccion UF contenida en el CFA es de especial interés debido al impacto que
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produce en la salud de la poblacidn pues, debido a su pequefio tamafio, escapa
a los dispositivos de control.

Todo carbdn contiene azufre. En el presente trabajo se empleardé CFA
proveniente de la combustion de carbén de Montana (ceste de USA) y W
Kentucky (este de USA). Los primeros tienen menor contenido de azufre
(~0.5%) comparados con los dltimos (>2.0%). No obstante este 0.5%
representa un contenido elevado de azufre. Durante la combustién del
carbon, el 99% de la masa no vaporiza y contribuye a la fraccion coarse
mientras que el 1% restante se vaporiza, se nuclea y crece para formar
particulas UF.>* Sin embargo este 1% es responsable del 99% del nimero de

particulas presentes en el CFA.

3.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DE
DERIVADOS DEL PETROLEO

En este estudio se utilizé MP proveniente de episodios de emisiones de
origen industrial (negro de humo y coque) y de origen urbano (MP recolectado
en avenida de alto trdnsito). Este MP proviene de la oxidacidn incompleta de

combustibles.
A-COQUE DE PETROLEO

Se trata de un producto residual de la destilacion del petrédleo, con un alto
contenido de carbono, que se emplea como combustible y para la fabricacidn
de electrodos de grafito para la industria del aluminio.

Las coquerias de la Provincia de Buenos Aires reciben el coque crudo de las
refinerias de petréleo. Este 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 calcinacién libera al coque crudo de su contenido
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de agua y de hidrocarburos no deseados para adquirir las caracteristicas de
pureza necesarias para ser utilizado como electrodo en la industria del
aluminio. Estos dnodos 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
vehiculos y de actividades industriales. Debido al amplio empleo de diesel
como combustible de los vehiculos en las grandes ciudades, como la ciudad de
Buenos Aires, esta clase de MP se encuentra enriquecida en los productos de
la combustién del mismo: Diese/ Exhaust Particles (DEP).%® Consisten en
matrices altamente carbonosas sobre las cuales se encuentran adsorbidos

azufre y compuestos orgdnicos.*®

*»* _ Esferas de corbén sol das
7 {00 CO8 .m de didmetra’
qae fornan aglomeradcs (005
Lrm de 3.ametro) con mdrocarburas
aascrbidas

Hidrocarburos
gaseasas

LI W}
ass s

Fracc.on croanica ‘
soluble / T,

Hidracarburss " Sulfatas
adsarbidas

Figura 3: esquema de Diesel Exhaust Particles (DEP)

17



SECCION II: Impacto bioldgico de los
contaminantes del Aire



El tracto respiratorio superior es el primer sitio de impacto de los
contaminantes del aire. El famafio de la particula determinarad el lugar donde
se depositard y su destino final, condicionando de esta manera las respuestas

bioldgicas.

1-LOS PULMONES Y LAS VIAS AEREAS
SUPERIORES

1.1-ESTRUCTURA BASICA PULMONAR

El tracto respiratorio puede dividirse en:
-superior: nariz, faringe, laringe y trdquea.
-inferior: regién pulmonar que comprende bronquios, bronquiolos y alvéolos.

Esta dltima es la regién del puimén donde estudiaremos el efecto del MP.*’

1.2-ALVEOLOS PULMONARES

Los alvéolos constituyen las regiones de intercambio gaseoso en el pulmén. La
Figura 4 muestra la estructura microscépica de las paredes alveolares desde
el lado capilar hacia el lumen alveolar:

-ENDOTELIO CAPILAR: tapiza la red de capilares sanguineos.

-MEMBRANA BASAL separa a las células endoteliales del epitelio alveolar
-TEJIDO INTERSTICIAL: contiene finas fibras eldsticas, pequefios haces
de coldgeno, algunos fibroblastos, células musculares lisas, mastocitos y
escasos linfocitos y monocitos.

-EPITELIO ALVEOLAR: constituye la region donde se realiza el intercambio
gaseoso. Consta de una capa continua formada por los siguientes tipos

celulares:
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a- Células epiteliales de tipo I. células aplanadas que recubren el 95% de la
superficie alveolar.

b- Células epiteliales de tipo II. células redondeadas que producen el
surfactante (sustancia tenso-activa) e intervienen en la reconstruccién del
epitelio alveolar cuando las células de tipo I son destruidas.

c- Macrofagos alveolares (MA): derivan de los monocitos sanguineos y estdn
ligeramente adheridos a las células epiteliales o se encuentran libres en el
espacio alveolar. Son células fagociticas responsables de la depuracién

pulmonar.”

capifar
Célula endotelicl

Niicleo de
célula ende

Figura 4: region alveolar pulmonar (a). Detalle de alvéolos
pulmonares. (b). Regién de intercambio gaseoso (c).
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2- TRANSITO 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 asi como de la habilidad del organismo para eliminar o
neutralizar las mismas.

El destino final del MP depende de su tamafo. Las particulas PM,, se
depositan en la trdquea y en los bronquiolos. Ambos se encuentran tapizados
por epitelio ciliado cubierto de mucus formando el mucus escalador. Su
funcién es la de expulsar las particulas extrafias hacia la oro-faringe. De esta
manera se liberan mecdnicamente por expectoracién o son conducidas al
tracto gastrointestinal. Las particulas PM;s y PMMUF se depositan en la
regién alveolar y pueden permanecer alli durante periodos prolongados. Son
fagocitadas por los MA y, ademads pueden pasar al sistema linfdtico y de esta

manera alcanzar otras regiones del organismo. *®
2.1-DEPOSITO

E! tracto respiratorio superior es el primer sitio de impacto de los
contaminantes. El depésito de particulas inhaladas en las diferentes regiones
del sistema respiratorio depende de la dindmica de la respiracidn, del
volumen pulmonar, de la salud del individuo y de las bifurcaciones en las vias
respiratorias, las cuales producen constantes cambios en el flujo
hidrodindmico. Una vez que las particulas se depositaron en el tracto
respiratorio, algunas pueden ser transformadas y otras no, pero todas
estardn sujetas a procesos de eliminacién (clearance)® que dependerdn de
las propiedades fisico-quimicas de las particulas, del sitio inicial de
deposicidon y de su trdnsito a otras regiones del organismo mediante la

circulacién linfdtica. La retencion de particulas esta determinada por la
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relacién dindmica entre los mecanismos de deposicion y los de remocion de
las mismas.

El tamafio de la particula determinard el lugar donde se depositard y su
destino final, condicionando de esta manera las respuestas bioldgicas. Las
PM,o se depositan en la trdaquea y los bronquiolos mientras que las PM;s y las
particulas UF se depositan en la regién alveolar. Dependiendo del flujo del
aire, del tamafio de la particula y de su localizacion en el sistema
0

respiratorio, la deposicion ocurre a través de los siguientes mecanismos.®
(Tabla II)

A-IMPACTO INERCIAL

En la regién bronquial, donde las vias aéreas presentan mayor didmetro, se
producen flujos de aire de altas velocidades y, debido a la inercia, las
particulas tienden a impactar sobre la superficie respiratoria. Este

mecanismo opera principalmente para el caso de particulas mayores a 2 ym.

B-SEDIMENTACION
En las regiones de los bronquiolos y alvéolos, donde el flujo del aire
disminuye, las particulas se depositan por gravedad. Este mecanismo opera

para particulas mayores a 0.1 pm.

C-DIFUSION

En la regidn alveolar, donde el flujo aéreo es menor, las particulas se
transportan desde una regién de alta concentracién de particulas a una
region de menor concentracion debido al movimiento browniano, el cual
consiste en el movimiento al azar de las particulas debido al constante
choque entre las mismas. Este mecanismo opera para particulas menores a

0.5 pm de didmetro.
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AREA MECANISMO DE

TAMANO DE DEPOSITO DEPOSITO
2-30pm traqueal y brongquial impacto inercial

0.1ym -5um  traqueal y bronquial sedimentacion
>0.5 um alveolar difusion

Tabla II: mecanismos de depésito de MP en el pulmén

2.2-DEPURACION

El pulmén normal no contiene bacterias y/o particulas extrafias. Una serie de
potentes mecanismos de defensa eliminan o destruyen todas las particulas

inhaladas de la siguiente manera®’:

A-DEPURACION NASAL: las particulas son eliminadas normalmente a nivel de
la nariz, mientras que las que se depositan mds atrds son barridas por el

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

B-DEPURACION TRAQUEOBRONQUIAL: las particulas son eliminadas
mediante el sistema mucociliario: el movimiento de batido ritmico de los cilios
de las células epiteliales traqueales desplaza constantemente una pelicula de
mucus desde los pulmones hacia la oro-faringe. Las particulas adheridas a

esta pelicula son deglutidas o expectoradas (Figura 5).

C-DEPURACION ALVEOLAR: las particulas y otros agentes externos que
llegan hasta los alvéolos son fagocitadas por los macréfagos alveolares, los
cuales las transportan a los bronquiolos dotados de cilios ®' y desde aqui
hacia la oro-faringe donde son deglutidas. Si la carga de particulas es

abundante y los MA estdn sobrecargados, el transporte por esta via hasta la
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superficie se ve disminuido.®> También puede ocurrir que los MA cargados de
particulas se desplacen por los espacios intersticiales o se introduzcan en los
capilares linfdticos.®> De esta manera se realiza el transporte a otras

regiones del organismo (Figura 5).

Tracto
respiratorio
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—{ superior
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Particula inferior
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= m A Capilar

Figura 5: esquema de Depuracion Traqueo- bronquial (liberacidn
de mucus y ascenso por el sistema mucociliario) y alveolar
(activacion de macréfagos alveolares y extravasacion de
complemento y de PMN)
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3-EFECTOS BIOLOGICOS DEL MP

Los efectos iniciales mediados por el MP se originan a partir de la interaccién
directa de las particulas con estructuras pulmonares y de la interferencia
con la depuracion mucociliaria o la fagocitica. La inhalacion de MP y su
depésito en los pulmones pueden alterar la estructura y el funcionamiento de
partes vitales del organismo que pueden tener consecuencias sistémicas.

Cuando hay un excesiva sobrecarga pulmonar de MP, la tasa de acumulacion
de las particulas inhaladas es mayor que la tasa de depuracién 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 66,67,68

estimulan eventos genotéxicos®™ *° y de fibrosis.
La informacién disponible no define con exactitud los mecanismos que
relacionan la exposicién al MP con los efectos respiratorios o sistémicos pero
si describe que la inflamacién aguda constituye un evento inicial comin
independiente del tipo de MP: este proceso abarca una amplia gama de
eventos celulares y mediadores quimicos y serd explicado con mayor detalle
en la Seccion II.4. Brevemente, este proceso inflamatorio estd
caracterizado por el flujo de neutréfilos (PMN) y macréfagos al pulmén y por
la pérdida de la integridad de la barrera epitelial. Estas células liberan
mediadores como citoquinas®® y factores de crecimiento’® con el objetivo de
destruir el material inhalado e iniciar la reparacién del dafio. Pero estos
mediadores son inespecificos y, si son liberados en grandes cantidades,
pueden aumentar el dafio a los tejidos.”

Una de las hipétesis con mayor peso atribuye los efectos inflamatorios del
MP a su capacidad de generar ROS (Reactive Oxygen Species)’? y RNS
(Reactive Nitrogen Species). ">’ Esto puede ocurrir tanto a nivel celular

75,76 77

como extracelular por reacciones de oxidacién. En ambos casos esto

conduce a un aumento de la respuesta inflamatoria y a un dafio a las células
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circundantes, especialmente al epitelio alveolar.”®”° Un buen ejemplo de la
participacion de las ROS en el proceso inflamatorio es la regulacién del gen
de IL-8, cuya expresion se encuentra regulada por factores de transcripcion
sensibles a los cambios redox, como el factor nuclear xB (NFxB) y el factor
activador de proteina-1 (AP-1).%°-® Otros estudios han demostrado la
induccién de la expresién de TNF-a en respuesta a estrés oxidativo.® Por
otro lado es interesante destacar que la generacion de dafio pulmonar
mediado por la generacién de Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS)®3848
ha sido descripta en animales experimentales luego de la exposicion a
compuestos de origen mineral como silice y asbestos.

La liberacién de citoquinas por macréfagos activados *® y por células
epiteliales pulmonares® %% favorece la extravasacién de PMN desde los
capilares hacia el espacio alveolar. Este proceso se realiza mediante la accién
quimio-atractante de la IL-8.

Otro grupo de investigacién ha estado trabajando sobre la hipétesis de la
inflamacion neurogénica. Esta postula que las cargas presentes en la
superficie del MP estimulan receptores sensibles a pH (vanilloid receptors),
presentes en las células epiteliales pulmonares, lo cual estimula la expresién

de citoquinas inflamatorias.*

3.1-COMPONENTES DEL MP RESPONSABLES DE LOS
EFECTOS BIOLOGICOS.

Las patologias generadas por la exposicion a MP pueden ser causadas por los
distintos componentes del mismo. Aunque los efectos observados pueden
deberse a la accién directa del MP sobre los tejidos respiratorios no hay que
descartar los efectos mediados por compuestos secundarios provenientes de
las modificaciones fisicoquimicas sufridas por las particulas a lo largo de su

paso por las vias aéreas.



Los componentes responsables de estos efectos pueden estar relacionados

con el tamafio de la particula y su composicién quimica.”

3.1.1-TAMANO

En general estd aceptado que los efectos asociados a los problemas de salud
provocados por la exposicidn a MP de origen antropogénico se encuentran
mds fuertemente asociados a las particulas finas que a las gruesas debido a
que la masa de particulas finas inhaladas y su tiempo de permanencia en el
tracto respiratorio son mayores.?’**. Debido a que el avance tecnolégico
permite disponer de equipos para monitorear la emisién de las particulas UF y
a reportes epidemioldgicos que indican asociaciones entre estas particulas y

9495 on los (ltimos afios se ha

efectos adversos en la salud de la poblacién,
atribuido mayor relevancia a los efectos inducidos por la fraccion UF en la

morbilidad y mortalidad de la poblacién.*®

La instilacién de particulas UF de CB en animales experimentales generé un
alto grado de inflamacién pulmonar mediado por estrés oxidativo.”” Dado que
este material carece de metales, se descartd la influencia de los mismos en
esta generacién de ROS. Esta inflamacién pulmonar se podria atribuir a la
presencia de un mayor nimero de particulas y a una mayor drea de contacto
por unidad de masa en la fraccién UF.%®-%:'% |as particulas UF pueden
penetrar rdpidamente las células epiteliales debido a su pequefio tamatfio y
activar mecanismos inflamatorios.'”' Ademds, pueden pasar a la circulacién
linfdtica y desde alli ejercer efectos sistémicos a nivel cardiovascular.'%
Recientemente se ha observado la acumulacién de UF en el sistema

nervioso'®® luego de experiencias de instilacién.
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LOS ESTUDIOS EXPERIMENTALES CON MATERIAL UF SE HAN REALIZADO
PRINCIPALMENTE CON CB%* y OXIDO DE TITANIO. % 1% PERO A PESAR DEL
CRECTENTE INTERES EN ESTE TEMA, SOLO UNOS POCOS INFORMES HAN
REPORTADO EFECTOS COMPARATIVOS DE PARTICULAS FRACCIONADAS POR
TAMANO PROVENIENTES TANTO DE FUENTES DE COMBUSTION A GRAN ESCALA
COMO DE MP URBANO.'%7:1% POR ESTA RAZON, MP FRACCIONADO SEGUN SU
TAMANO OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DEL CARBON SERA UTILIZADO
EN NUESTROS ESTUDIOS EMPLEANDO MASAS IGUALES DE CADA FRACCION. ESTO
NOS PERMITIRA EVALUAR LOS EFECTOS DE CADA FRACCION POR SEPARADO.

3.1.2-COMPOSICION QUIMICA

La presencia de metales de transicion en el MP favorece reacciones de
generacion de ROS. La exposicidn de animales experimentales a particulas de
ROFA, con altos niveles de metales solubles (Ni, Va) genera inflamacién
pulmonar'® via la produccién de ROS.'°-!"! Pero también la movilizacién de
hierro insoluble, como el presente en las fibras de asbestos 'y de CFA '3,
ha generado efectos similares.

La presencia de pequefias cantidades de sulfatos asociados a MP produjo
cambios morfoldgicos, bioquimicos y funcionales en pulmones de animales
experimentales.'"* 1

Por otra parte la presencia de moléculas orgdnicas adsorbidas a matrices
carbonosas también genera una amplia serie de respuestas pulmonares como

activacién de sistemas detoxificantes que amplifican la generacién de
ROS 116, 117



3.2-EFECTOS BIOLOGICOS DEL MP UTILIZADO EN ESTE
ESTUDIO

A-COAL FLY ASH (CFA)

Dado que la composicion fisico-quimica del CFA depende del tipo de carbén y
de las condiciones de combustion es importante tener en cuenta estos
factores cuando se comparan los resultados publicados por diferentes grupos
de trabajo.

Los efectos téxicos en las vias respiratorias en ratas instiladas con
CFA 18119120 o5tdn caracterizados por reacciones inflamatorias que conducen
a importantes alteraciones pulmonares. Sin embargo en estos trabajos no se
han utilizdo CFA fraccionado por tamafio. También se ha descrito la induccidn
de enzimas hepdticas y pulmonares como citocromo P450 y glutatidn
transferasa'® asi como la presencia de metales'?’ en pulmones de animales
tratados con CFA. Estos efectos podrian estar mediados principalmente por
los metales presentes en el CFA debido a que altos niveles de metales
solubles presentes en CFA aumentaban la susceptibilidad a infecciones y que
el grado de susceptibilidad a las mismas estaba correlacionado con la

citotoxicidad de MA in vitro.'?

ES IMPORTANTE EVALUAR LOS EFECTOS TOXICOLOGICOS DE LAS DIFERENTES
FRACCIONES DE CFA SEGUN SU TAMANO. DEBIDO A QUE LOS DISPOSITIVOS DE
CONTROL NO LOGRAN DETENER COMPLETAMENTE LA EMISION DE LA FRACCION
UF. ESTA, AUN EN MUY BAJAS CONCENTRACTONES, RESULTA TOXICA DEBIDO AL
ALTO CONTENIDO DE METALES PRESENTES Y AL ELEVADO NUMERO DE
PARTICULAS QUE GENERALMENTE CONSTITUYEN ESTA FRACCION.
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B-COQUE DE PETROLEO

Numerosos estudios epidemioldgicos en humanos han indicado que el trabajo
en los hornos de coque puede producir un aumento significativo en el riesgo
de cdncer de pulmdn 24125126127 " disminucién en la funcién pulmonar'®y en
ciertas funciones inmunolégicas.'” Ademds también se informaron niveles
séricos de Ig6 e IgA disminuidos'™y valores séricos de IgE y de TNF-«
superiores a los normales.”® También se ha demostrado que las particulas de
coque son mutagénicas en células de mamiferos'® ¥, hecho asociado al alto

contenido de PAH presentes en las mismas.

SIN EMBARGO NO SOLO LOS TRABAJADORES DE LA INDUSTRIA DEL COQUE
ESTAN EXPUESTOS A ESTA CLASE DE MP. LA EXPOSICION CONTINUA A NIVELES
BAJOS DE CONTAMINACION DURANTE EMISIONES NO CONTROLADAS PUEDE
PRODUCIR EFECTOS DELETEREOS A CORTO Y LARGO PLAZO EN LAS POBLACIONES
VECINAS A LOS SITIOS DE FABRICACION DEL COQUE, CON EL CONSIGUIENTE
PERJUICTIO PARA LA SALUD HUMANA CON CONSECUENCIAS IMPREVISIBLES EN EL
PRESENTE ¥ EN EL FUTURO.

C-MP URBANA

El MP se encuentra formado por una mezcla de particulas 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 vehiculos, este

MP presenta un alto contenido de Diesel Exhaust Particles (DEP).



Las DEP generan inflamacién pulmonar'®® asi como el agravamiento de cuadros
asmdticos y alérgicos.”** La presencia de las mismas en la circulacién podria

135,136

explicar algunos efectos extra-pulmonares como por ejemplo un mayor

riesgo de infarto de miocardio.'”” Las DEP y sus extractos orgdnicos generan

140

138.13%. como efectos pro-trombéticos °en

tanto inflamacién pulmonar

animales experimentales mediante la generacién de ROS'!142143y de RNS '

LA CONCENTRACION Y COMPOSICION DEL MP DE ORIGEN URBANO VARIAN
AMPLIAMENTE SEGUN LAS ODIFERENTES ACTIVIDADES URBANAS Y LAS
CONDICTIONES ATMOSFERICAS DEL LUGAR. POR ESTA RAZON, DEBIDO A LA
PRESENCIA DE ELEVADOS NIVELES DE MP EN LA CTUDAD DE BUENOS AIRES, SE
CONSIDERO NECESARIA LA EVALUACION DE SUS EFECTOS EN MODELOS
BIOLOGICOS.

De lo analizado en los puntos anteriores se desprende que la inflamacién
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 bioldgicos de MP de origen
antropogénico generados por la combustién del carbén y de derivados del
petréleo, con especial énfasis en coque y CFA, es necesario enfatizar el

andlisis de indicadores de inflamacién pulmonar aguda.
4-INFLAMACION AGUDA

La inflamacion es la reaccién del organismo frente a la invasién de agentes
infecciosos, agentes fisicos y estimulacidn antigénica.

La inflamacién aguda es la respuesta inmediata de cardcter protector que se
produce frente al agente lesivo. Tiene una evolucién breve y dura unos pocos

dias. Las caracteristicas principales de la inflamacién aguda son:
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e modificaciones en el calibre de los vasos que da lugar al aumento en el
flujo de sangre.

e alteraciones en la estructura de la micro-vasculatura que favorecen la
extravasacién de las proteinas plasmdticas y los leucocitos.

e emigracién de los leucocitos desde la circulacion hasta el foco de la
lesion, en el que se acumulan. Los leucocitos también prolongan la
inflamacién e inducen lesiones en los tejidos al liberar enzimas,

mediadores quimicos y radicales téxicos del oxigeno.

Los eventos celulares propios del proceso inflamatorio son:

-ADHESION Y MIGRACION: consiste en la fijacién al endotelio vascular de
las células circulantes y su desplazamiento entre las células endoteliales.
Estos dos procesos estdn determinados por la expresion de moléculas de

adhesion en la superficie de los leucocitos y en las células endoteliales.

-QUIMIOTAXIS: consiste en la locomocién celular orientada segin un
gradiente quimico. Después de atravesar el endotelio los leucocitos migran en
los tejidos hasta alcanzar la zona de la lesion bajo estimulos quimiotdcticos.
Estos pueden ser exégenos: péptidos formilados y lipopolisacéridos (LPS) 6
enddgenos: componentes del sistema de complemento (C5.), leucotrieno B4,y

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

-ACTIVACION LEUCOCITARIA: consiste en la produccién de metabolitos del
dcido araquidénico (AA), degranulacién y secrecion de enzimas lisosomales y
activacién del estallido respiratorio.

-FAGOCITOSIS: consiste en la ingestion de la particula o microorganismo
mediante la activacién de un sistema contrdctil de actina y miosina que

extiende pseuddpodos alrededor de la particula. Se produce una invaginacién



de la membrana con la posterior formacion de un fagosoma que contiene la
particula ingerida.

-DEGRADACION: la exposicién a productos microbianos, a citoquinas y
también a particulas contaminantes del aire activa los mecanismos para la
degradacion del material fagocitado. Estos pueden ser dependientes o

independientes de oxigeno.

A-MECANISMOS OXIGENO-DEPENDIENTES

La fagocitosis y diversos agonistas inflamatorios estimulan un fuerte
incremento en el consumo de oxigeno, en la glucogendlisis, en el aumento de la
oxidacién de la glucosa mediante la generacién de hexosa monofosfato'* y en
la produccién de metabolitos reactivos del oxigeno. A este proceso se lo
denomina estallido respiratorio.'*® Este proceso comprende la formacion de

ROS y RNS:

e A.l-Generacidn de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS):
Las alteraciones en el metabolismo del O, conducen a la activacién de la
enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH

147

oxidasa)”" presente en la membrana de las células fagociticas. La NADPH

oxidasa cataliza la reduccién del O, en O, a expensas de NADPH:

2 0, + NADPH » 202 + NADP+ + H’
NADPH oxidasa

El O, es capaz de reaccionar con una amplia variedad de sustratos
bioldgicos, pero por si solo no cumple un rol relevante en las respuestas
citotéxicas desarrolladas. Esto se debe a su escaso poder oxidante y a la

velocidad y eficiencia con que dos moléculas de O,  se combinan para formar



perdxido de hidrdgeno. Esta reaccién puede ocurrir simultdneamente o ser

catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD)

2 Oz- + 2 H > HZOZ + OZ
SO0D
El radical hidroxilo (OH) se origina mediante la interaccién de O, y H;O; a

través de la reaccién de Haber-Weiss, catalizada por Fe*. 148

Fe*+ 0, —— Fe? + 0,

Fe® + H:0, |, Fe> + OH + OH

El radical hidroxilo es un poderoso oxidante que sustrae electrones de una
gran variedad de compuestos y genera la formacién de nuevos radicales

capaces de oxidar otras sustancias:
OH +R —> OH + R

La actividad oxidante de las ROS contribuye a la destruccion y digestion de
los microorganismos fagocitados.

Las ROS pueden ser liberadas por los leucocitos al espacio extracelular
incrementando la expresién de las citoquinas, quemoquinas y de las moléculas
de adhesidn leucocitaria endotelial amplificando la cascada que da lugar a la
respuesta inflamatoria.

Cuando estos mediadores quimicos se liberan a altas concentraciones pueden
producir lesiones en el huésped como lesién de células endoteliales
(incremento de la permeabilidad capilar), inactivacion de anti-proteasas (con

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



tipos celulares (células tumorales, eritrocitos etc). Por esta razén en todos
los tejidos se encuentran moléculas antioxidantes protectoras frente a las
ROS. Entre estos antioxidantes se encuentran las enzimas SOD, catalasa y

glutatién peroxidasa.

e A.2-Generacién de Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS)
La iINOS (éxido nitrico sintasa inducible) es una enzima presente en
fagocitos, cuya activacién y expresion es inducida por citoquinas
inflamatorias.'* Esta enzima combina el O, con la arginina para dar oxido
nitrico (NO) el cual es téxico para las bacterias y células tumorales. La iINOS
es inducida a nivel transcripcional cuando los macréfagos son activados por
las citoquinas (TNF-a, IFN-y).

L-Arginina + O, + NADPH . NO + L-citrulina + NADP’
iINOS
El NO tiene una vida media muy corta en los tejidos porque reacciona con el
O,y el O,. El producto de la reaccién con este ultimo es el peroxinitrito.
Este dltimo oxida y nitrosila macromoléculas, amplificando el efecto

bactericida.
NO+O, ——» ONOO

Si bien la actividad oxidante de las ROS y las RNS contribuyen a la
destruccion y digestion de los microorganismos fagocitados y son
fundamentales como linea de defensa frente a agentes patdgenos, un
aumento en el nimero o funcidn de los leucocitos producido por la exposicién
a los contaminantes presentes en el aire estd también asociado al desarrollo
de dafio o enfermedad pulmonar debido a la generacién excesiva de estas

moléculas altamente reactivas.”



Por otra parte los macréfagos alveolares estdn enriquecidos en enzimas que
metabolizan xenobiéticos. Este proceso contribuyen a la generacién de
ROS. 10 - 1! Los xenobiéticos (compuestos ajenos al cuerpo) de mayor
importancia son los fdrmacos, carcindgenos quimicos y compuestos presentes
en el ambiente como, por ejemplo, hidrocarburos poli-aromdticos (PAH). Gran
parte de estos compuestos se metaboliza en el higado, pero en el puimén
también se encuentran enzimas detoxificantes en niveles considerables.
Ejemplos de estas enzimas incluyen citocromo P4501A1 (metaboliza
PAH)!%?19% y glutation -S transferasa (65T)."**

B-MECANISMOS OXIGENO-INDEPENDIENTES

La destruccion del material fagocitado también puede ocurrir por accién de
sustancias contenidas en los grdnulos de los leucocitos. El fagosoma puede
fusionarse con grdnulos que poseen componentes destructivos. Los PMN
presentan grdnulos primarios o azurdfilos (que contienen enzimas
microbicidas como lisozima, enzimas neutras como elastasa e hidrolasas
dcidas como B-N-acetil-glucosaminidasa (NAG) y grdnulos secundarios o
especificos (que contienen enzimas como fosfatasas alcalinas y lisozima y

).>” Los MA presentan

proteinas de transporte como lactoferrina, entre otras
altos niveles de enzimas hidroliticas como fosfatasa alcalina, NAG, lisozima y

enzima convertidora de angiotensina (ACE).

MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

Los principales tipos celulares que secretan o sintetizan mediadores quimicos
son: las plaquetas, los PMN, los monocitos/macréfagos y los mastocitos,
aunque las células mesenquimales (endotelio, misculo liso, fibroblasto) y la
mayor parte de los epitelios también pueden ser inducidos para elaborar

algunos de los mediadores. Entre estos podemos destacar:



A-CLTOQUINAS Y QUEMOQUINAS
La citoquinas son proteinas producidas durante las respuestas inmunitaria e
inflamatoria por muchos tipos celulares y regulan la funcién de otros tipos
celulares.
Las interleuquinas representan una amplia gama de citoquinas elaboradas por
células principalmente por células hematopoyéticas y cuya principal accién se
realiza sobre los leucocitos.
La IL-1 y el TNF-a son mediadores de la inflamacién. Estas citoquinas
comparten muchas propiedades bioldgicas y son producidas por macréfagos
activados. Su secrecion es estimulada por endotoxinas, inmunocomple jos,
toxinas, lesiones fisicas y diversos procesos inflamatorios.'*>'°® Inducen la
expresién de moléculas de adhesién endotelial y de mediadores quimicos,
como quemoquinas, 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-2-roedores)."”’

B-OXIDO NITRICO (NO)
El éxido nitrico fue descrito inicialmente como un factor liberado por las
células endoteliales cuya accion principal es la vasodilatacién a través de la
relajacién del mdsculo liso de la pared vascular ®Es un gas soluble,
sintetizado principalmente por células endoteliales, pero también por muy
variados tipos celulares, en particular, macréfagos y neuronas. El NO es un
potente vasodilatador, reduce la agregacion y adhesion plaquetaria y actuda
como regulador del reclutamiento de leucocitos. También actia en la
respuesta del huésped frente a la infeccién, con efectos citotéxicos sobre
bacterias, helmintos, protozoos y células tumorales, con el riesgo de una

reaccién inflamatoria potencial sobre células y tejidos del huésped.



DEBIDO AL CRECIENTE AUMENTO ODE LAS EMISIONES DE
MATERIAL PARTICULADO DE ORIGEN ANTROPOGENICO Y LA
CONSIGUIENTE CONTAMINACION DEL AIRE, ES DE INTERES EL
ESTUDIO DE LOS EFECTOS INMEDIATOS PRODUCIDOS EN EL
APARATO RESPIRATORIO DEBIDO A QUE ESTE CONSTITUYE LA VIA
DE ENTRADA DE LOS CONTAMINANTES AL ORGANISMO. EN
NUESTRO PAIS ES ESCASA LA INFORMACION SOBRE ESTA

PROBLEMATICA.



OBJETIVOS



OBJETIVOS GENERALES

Se ha demostrado que los altos niveles de particulas contaminantes del aire,
depositados en las vias respiratorias, producen numerosas patologias
pulmonares y cardiovasculares en el hombre, con el consiguiente perjuicio a
nivel econémico y de salud publica.

Este trabajo consiste en el estudio de la accion de MP sobre las vias aéreas
de animales experimentales /n vivo y sobre células inflamatorias /n vitro y su
relacién con las caracteristicas fisicoquimicas de las mismas. A este fin se
utilizarén particulas contaminantes antropogénicas originadas en fuentes
emisoras de MP localizadas en distintos lugares geograficos. Estas particulas

provienen de procesos de combustién de carbdn y de derivados del petréleo.
OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluacion de los efectos de MP proveniente de la combustién de derivados

del petrdleo y del carbédn:

A) MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DEL CARBON:
COAL FLY ASH (CFA)

La combustién del carbén para la generacién de corriente eléctrica genera
cantidades significativas de CFA cuya emision al aire se controla mediante
adecuados dispositivos de control. Si bien las centrales generadoras utilizan
tecnologias efectivas para la reduccién de MP, los dispositivos utilizados
presentan una baja eficiencia para la retencién de particulas ultrafinas. El
andlisis de los efectos bioldgicos de sus fracciones contribuird a determinar

sus propiedades toxicolégicas. Por esta razén en este trabajo se evaluaran



los efectos biolégicos de las fracciones coarse, fine y ultrafiney su relacién
con las caracteristicas fisico-quimicas de las mismas. Se realizard un estudio
comparativo entre CFA proveniente de carbén bituminoso y sub-bituminoso
con el fin de establecer el efecto diferencial de carbén de diferente origen

geoldgico.

B) MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DE DERIVADOS
DEL PETROLEO: COQUE Y MP DE ORIGEN URBANO

La actividad industrial, basada en la combustion de productos derivados del
petrdleo, es otra fuente importante de MP. En este trabajo se estudiardn los
efectos producidos por particulas de coque provenientes de una planta
productora que en los (ltimos afios ha generado frecuentes episodios de
emision accidental del producto, con la consiguiente exposicion al mismo de la
poblacidn aledafia al establecimiento.

E! MP de origen urbano (emisiones producidas por la combustion de vehiculos,
emisiones domésticas etc.) también es otra fuente importante de
contaminacién del aire. Por lo tanto su accion como agente nocivo para la

salud de la poblacidn serd evaluada experimentalmente en este trabajo.



MATERIALES Y METODOS



SECCION I: Material Particulado



1-ORIGEN Y MUESTREO DEL MP

1.1-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DEL
CARBON.

COAL FLY ASH

La obtencién de cenizas producidas por la combustion del carbén (CFA) se
realizé en el National Risk Management Research Laboratory, (NRMRL, US
EPA). Se utilizaron dos tipos de carbén de diferente origen geolégico y
localizacién geogréfica: 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.’®® Es de
especial interés para el NRMR caracterizar las particulas de CFA debido al
frecuente empleo del carbén como combustible para generacién de
electricidad en USA. Si bien este combustible es mds contaminante que los
derivados del petréleo, su abundante existencia explica su amplia utilizacion
para estos fines.

La produccion de estas cenizas se llevé a cabo experimentalmente, a escala
de laboratorio, utilizando un horno de combustién. Las condiciones se
mantuvieron similares a las encontradas en las unidades de combustion a gran
escala. '

Luego de la combustién de los dos tipos de carbdn se recolectaron tres
fracciones de cada uno que difieren en su didmetro aerodindmico: Coarse,
Finey Ultrafine.

Grandes cantidades de particulas F y C se recolectaron por medio de un
ciclon. EI MP resultante se recolecté sobre filtros de Teflon de 64,8 cm de
didmetro. A continuacién se transfirieron a un recipiente para muestras y se
conservaron en un desecador a temperatura ambiente. Las particulas UF

utilizando un impactador de baja presién.'®’ Se tomaron muestras de los
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cuatro niveles inferiores del impactador, los cuales concentran particulas con

un didmetro menor a 0,2 um.

LOS PROCESOS DE GENERACION DE ENERGIA ELECTRICA EN BASE A LA
COMBUSTION DEL CARBON PUEDEN REPRODUCIRSE A PEQUENA ESCALA ¥, DE ESTA
MANERA, FACILITAR LA OBTENCION DE LAS FRACCIONES DE DISTINTO
DIAMETRO AERODINAMICO: COARSE (C), FINE (F) ¥y ULTRAFINE (UF). EsTO
PERMITIRA EL ESTUDIO DE LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE CADA UNA DE LAS TRES
FRACCIONES.

1.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DE
DERIVADOS DEL PETROLEO

COQUE DE PETROLEO

La Secretaria de Politica Ambiental de la Provincia de Buenos Aires (SPABA)
recibi6 reiteradas denuncias en relacion al depdsito de particulas
contaminantes en diversas zonas cercanas al puerto de la ciudad de La Plata.
Este organismo selecciond una planta industrial productora de coque, cercana
a los domicilios afectados, como probable responsable de la emisién de las
particulas. Esta industria utiliza coque crudo como materia prima que llega a
la planta via pluvial y es almacenado en grandes pilas. Por medio de cintas es
transportado a hornos donde se calcina a muy altas temperaturas. De manera
que existe la posibilidad de que las particulas 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 SPABA tomé muestras de las particulas depositadas en el
suelo en varios puntos de la zona de influencia de la planta y las envié al
Grupo Monitoreo Ambiental (GMA-CNEA) para realizar estudios que

permitan identificar el origen de las mismas.
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MP DE ORIGEN URBANO

La muestra representativa se tomé en el Centro Atdmico Constituyentes
(CNEA) que se encuentra ubicado en la Avenida General Paz, via de alto
transito vehicular. Estas particulas se recolectaron sobre filtros de teflon
(Fisher Scientific, 37mm de didmetro, 2 um de poro), utilizando un equipo
muestreador de bajo volumen (Minivol Air Sampler-Airmetrics USA- Figura
1). El caudal de muestreo fue de 5L /min y se muestred con el cabezal para
PM;s. Esto asegura la obtencion de una muestra representativa de MP
urbana, con un dg. < 2,5.

Los filtros sin muestra (blancos) se pesaron en una microbalanza y se
controlé que la humedad de los mismos se mantuviera por debajo del 20%.
Estos fueron transportados al lugar de muestreo en cajas de Petri. Luego de
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 continuacion se realizé
un scrapping (raspado) de los mismos para obtener una suspension de
particulas la cual fue posteriormente esterilizada por autoclave. La masa de
MP por 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 (Minivol Air Sampler-
Airmetrics USA) utilizado para el
muestreo de PM5

42




LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE MP GENERADO POR LAS COMBUSTIONES
INCOMPLETAS DE DERIVADOS DEL PETROLEO PROVENIENTES DE ACTIVIDADES
INDUSTRIALES ¥ URBANAS AFECTAN LA SALUD DE LA POBLACION. ESTA
PROBLEMATICA ESTA POCO DOCUMENTADA EN NUESTRO PAIS.

2-CARACTERIZACION DEL MP

A fin de determinar qué componentes del MP empleado en este estudio son
los que ocasionan efectos bioldgicos, es importante el conocimiento tanto de
las caracteristicas fisicas (tamafio, morfologia y estructura cristalina) como
quimicas (composicién elemental y componentes asociados a la superficie -
azufre, trazas de metales, compuestos orgdnicos-) del material particulado.
Para esto se utilizaron diferentes técnicas segln las caracteristicas del

material y la disponibilidad de equipamiento.
2.1-DIFRACCION DE RAYOS X (DRX).

Esta técnica permite la identificacion de la composicion mineraldgica de una
muestra cristalina y estd basada en las interferencias 6pticas que se
producen cuando una radiacidn monocromdtica atraviesa una rendija de
espesor comparable a la longitud de onda de la radiacién. El andlisis de la
muestra cristalina se realiza mediante un diagrama de difraccién. Este es
como una “huella digital” que la caracteriza y consiste en un conjunto de
reflexiones de variada intensidad que dependen de la distribucion de los
planos que contienen los dtomos del material. La intensidad de los picos
depende de la homogeneidad de la muestra, del tamafio del grano y de la
orientacién preferencial de las particulas. Las muestras no recibieron ningin

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



buena homogeneizacién, y 500 mg de muestra se colocaron en un porta-
muestras de aluminio para cada medicidn.

En este estudio se empleé un equipo Philips X" Pert, con una unidad PW3710.
Se empled radiacién de Cu Ka (A = 1.5418 A) y monocromador de grafito,
ventanas de medio grado y pasos de 0,02° en 26 con tiempo de conteo de 2
segundos por paso en el rango de 10° < 26 < 70°. Los diagramas obtenidos
fueron procesados por el conjunto de programas PC-APD de Philips, que
permiten obtener la posicion y la intensidad de los picos del diagrama. Para
determinar las fases presentes en cada muestra se hace una identificacion
utilizando el programa de PHilips PC-Identify, que permite reconocer los

componentes presentes contrastando con una base de datos.'®’
2.2-MICROSCOPTA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

Esta técnica permite identificar muestras en base a sus caracteristicas
morfoldgicas 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 recubrié con una fina capa de metal
conductor (Au) para mejorar la calidad de su observacién. Se empleé un
microscopio electrénico de barrido SEM Philips 515, (EDX 4100 y detector
Si/Liy ventana de Be).

El estudio de la composicion elemental se realizé mediante Espectrometria
de Energia Dispersiva de Rayos X (EDX). '** La principal ventaja de la técnica
de microandlisis es la posibilidad de analizar pequefios volimenes de muestra
sélida. Los resultados se presentan en forma de espectro de energia
(intensidad de pico en funcién de energia en KeV) y posteriormente como

porcentajes respecto del total de elementos analizados.
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SECCION II: Ensayos Bioldgicos



1-ANIMALES

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 de 20 gramos (provenientes de Charles
River -Raleigh, NC, USA) y ratas Wistar de 250-350g (provenientes del
Bioterio del CAE, CNEA). Todos los animales recibieron alimentacién ad

libitum.
2-ESTUDIOS IN VIVO

2 1-PREPARACION DEL MP.

Las particulas de cada muestra fueron suspendidas en solucién salina (NaCl
0,15 M) suplementada con gentamicina (10 mg/ml) a una concentracién de
2mg/ml. Las particulas se sonicaron durante 20 minutos en un bafo de agua

ultrasénico (Ultrasonic Devices, Plainview) previo a la instilacion o dilucién.
2.2-INSTILACION INTRATRAQUEAL (IT)

Ratones CD1 fueron instilados por via intratraqueal con solucién salina 6
suspensién de particulas (1.25 6 5mg/kg). Los ratones fueron anestesiados
con ketamina-xilazina (1,82mg/100g de ketamina y 0,27mg/100g de xilazina).
Se utilizé una aguja intragdstrica N°24 con una esfera de 1.25 mm de
didmetro en el extremo. Esta aguja se conecté a una jeringa de 1 ml. Los
ratones se colocaron en posicién vertical, la aguja se introdujo en la cavidad
oral y se instilaron 50 pnl de solucién salina o de la muestra a estudiar.

Los ratones instilados con solucién salina se emplearon como controles
negativos mientras que los ratones instilados con endotoxina bacteriana (10
ug LPS/ ratén) se emplearon como controles positivos para demostrar que los

animales son capaces de responder a estimulos inflamatorios.

45



Los ratones utilizados para el estudio con DMTU recibieron una inyeccidn
intraperitoneal (i.p.) de 0.5 ml de solucién salina o de DMTU (500 mg/kg), 30

minutos previos a la instilacién.

2.3-LAVADO BRONQUEOALVEOLAR (BAL) Y RECUENTO
DIFERENCIAL DE CELULAS

Los animales fueron sacrificados 18 hrs luego de la IT. Para realizar el BAL
se expuso la trdquea de la rata, se practicé un pequetio 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
suspension celular resultante fue centrifugada a 1000 g durante 10 minutos.
Posteriormente se obtuvieron dos fracciones: el sobrenadante (para la
evaluacion de pardmetros bioquimicos y citoquinas) y el pellet celular (para la
cuantificacién de las diferentes poblaciones celulares).

El pellet 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-lavado bronco-alveolar
fluido) se guardé a -20°C para posteriores determinaciones bioquimicas y de
citoquinas.

A partir del pellet se realizé un recuento total de células por ratén utilizando
una cdmara de Neubauer y se midié la viabilidad celular mediante el método
de exclusién de azul tripan. La viabilidad resulté mayor al 95%. Mediante el
empleo de una citocentrifuga se obtuvieron preparados celulares sobre
portaobjetos, los cuales se tifieron posteriormente con Diff Quick 6 May-
Grimwald-Giemsa. Esto permitié la identificacion y cuantificacién de
macréfagos, PMN, eosinéfilos y linfocitos en el BAL. Los recuentos se
realizaron por duplicado en dos preparados diferentes, se contaron 200

células por ratén, y se calcularon porcentajes de cada tipo celular con
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respecto al total. El peso de los animales empleados, asi como también el
volumen empleado para realizar los lavados y el volumen de BAL extraido por
ratén eran homogéneos, por lo tanto los valores de nimero total de células

expresados como células/BAL, son representativos.
3-ESTUDIOS IN VITRO

Mediante lavado bronco-alveolar (BAL) de ratas se obtuvieron poblaciones de
MA en cantidad suficiente para los estudios /n vitro. Brevemente, se expuso
la trdquea de la rata, se practicé un pequefio orificio entre los anillos
cartilaginosos y se introdujo una sonda intragdstrica acoplada a una jeringa
de 5 ml. Los pulmones se lavaron cuatro veces con 5 m! de PBS (1 ml/Kg, total
20 ml). Se recolectaron en el mismo tubo de centrifuga los BAL
correspondientes a 5 ratas. La suspensién celular resultante fue
centrifugada a 1000 g durante 10 minutos. El pellet 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 realizé el recuento en una cdmara de Neubauer y las
células se resuspendieron a la densidad adecuada. También se evalué su
viabilidad mediante el método de exclusién de azul tripdn. En todos los casos
se utilizaron poblaciones celulares con una viabilidad celular mayor al 95%.

Los MA de rata se sembraron a la densidad adecuada segiin los ensayos: 10°
células /cdpsula (33 mm?®) 6 2x10° células/pocillo (en placas de 96 pocillos) y
se incubaron a 37 °C en una atmdsfera himeda, al 5% de CO, durante 2 hrs.
A continuacion se descarté el medio de cultivo para remover las células no
adheridas, se agregé medio fresco y se mantuvieron en cultivo durante 24
hrs. Las suspensiones de MP se prepararon el mismo dia de su utilizacién: las

muestras de particulas fueron suspendidas en medio RPMI suplementado con
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2% de SFB y se sonicaron durante 30 minutos. A continuacion se agregaron a
los cultivos.

Luego de 24 hrs de incubacién, se recolectaron los sobrenadantes para
determinaciones de pardmetros bioquimicos, citoquinas y nitritos. Sobre las
monocapas de células se realizaron los ensayos de viabilidad y de estrés

oxidativo.

4-DETERMINACIONES
4 1-VIABILIDAD

CAPTACION DE ROJO NEUTRO (RN).

El Rojo Neutro es un colorante vital que es incorporado en forma activa
dnicamente por los lisosomas de células viables'®® y se utiliza frecuentemente
para determinar la viabilidad celular.

Finalizado el tiempo de incubacidn con el MP, los cultivos de MA se lavaron
con PBS y se cubrieron con RN (50 ug/ml). A fin de permitir la evaluacién al
microscopio éptico se modificé la técnica original'®®: luego de 3 hrs de
incubacidn a 37°C, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante
10 minutos. Se evalué la viabilidad determinando el porcentaje de células que
captaron el colorante. Esta modificaciéon debié ser realizada dado que no es
posible extraer el RN acumulado con metanol/dcido acético para su posterior
lectura espectrofotométrica pues la presencia de MP intracelular enmascara

el resultado final.
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4.2 -PARAMETROS BIOQUIMICOS

-LACTATO DESHIDROGENASA (LDH): se trata de un marcador de necrosis
celular.'®’ Se determiné mediante espectrofotometria utilizando un kit
comercial.

-ALBUMINA: un marcador de dafio de los capilares pulmonares.'®® Se
determinaron con un kit comercial realizando una curva estdndar con
albdmina bovina.

-N ACETYL B D G6LUCOSAMINIDASA (NAG): marcador de activacion de
macréfagos. Se determiné utilizando un 4/t comercial.'®

-PROTEINAS TOTALES: marcador de edema. Se determiné utilizando

Coomassie Blue y se empleé una curva estdndar de albimina bovina. .!”

4.3-CITOQUINAS

Los macréfagos alveolares se sembraron a una densidad de 10°
células/cdpsula en presencia de 250 ng/ml de MP y se incubaron a 37 °C
durante 24 hrs. Posteriormente se evalud el contenido de citoquinas el medio

celular asi como también en el BALF de los animales tratados /n vivo.

TNF-a

Se evalué de dos maneras: la determinacion de TNF-a en BALF de animales
instilados con CFA se realizd utilizando un A/t comercial, mientras que los
niveles de TNF-o en BALF de animales instilados con MP carbonoso (coque y
muestra urbana) y en los medios celulares de cultivos de macréfagos
alveolares se determinaron en base a un ensayo bioldgico sobre la linea
celular L-929.
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A- UTILIZANDO UN KIT COMERCIAL:

Se colocé un anticuerpo TNF-o anti-ratdén en placas de 96 pocillos durante 18
hrs a temperatura ambiente. La placa se lavé con PBS (0,05 % Tween 20) y
posteriormente se incubé durante 2 hrs con un buffer de bloqueo a
temperatura ambiente. La placa se lavé 4 veces con PBS (0.05% Tween 20).
Luego se bloquearon los sitios inespecificos con 300 pl de PBS (5% de
sacarosa y 1% albdmina bovina) durante dos hrs a temperatura ambiente. Se
realizé la curva de referencia agregando 100 p! de diluciones de estdndares
de TNF-a de ratén (0-1000 pg/ml). También se agregaron 100 pl de los
sobrenadantes de las muestras a analizar. Se incubé a temperatura ambiente
durante 2 hrs. Posteriormente a cada pocillo se le agregé 50 ul de un
anticuerpo anti-ratén TNF-a biotinilado y la placa se incubé a temperatura
ambiente durante 2 hrs. Luego la placa se lavé nuevamente y se agregaron en
cada pocillo 100 pl de peroxidasa-streptoavidina. Se incubé a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Luego se lavé nuevamente y se agregaron 100
ul de tetrametil benzidina (TMB) a cada pocillo. La placa permanecié en la
oscuridad durante 30 minutos. Para desarrollar el color, se agregaron 100 pl
de dcido sulfdrico a cada pocillo y se cuantificé la absorbancia a 450 nm

utilizando un lector de placas ELISA.

B- TITULACION DE TNF-a EN BASE A UN ENSAYO BIOLOGICO SOBRE
CELULAS L-929.

La presencia de TNF-a se determiné en base a un ensayo bioldgico sobre la
linea celular de fibroblastos murinos L-929.'! Esta linea 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 proporcién 1/10 y las células se
mantuvieron a 37° C en una atmésfera al 5% de CO,. Se utilizé para la

titulacién de TNF-«a.
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Células L-929 en crecimiento exponencial se suspendieron en medio RPMI
1640 suplementado con 10% de SFB y gentamicina (50 pg /ml). Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos (2x10° células/pocillo) y se incubaron a
37° C durante 18 hrs para permitir la adherencia de las células. Luego se
agregaron 100ul 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 100ul 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
tifieron las monocapas remanentes con violeta de genciana (0.05% en metanol
20%), y se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente. El exceso del
colorante fue removido por lavados repetidos con agua. Posteriormente las
células tefiidas se despegaron por el agregado de 50 ul de dcido acético 33%
y una leve agitacién. Finalmente se determing la absorbancia a 550 nm en un
espectrofotémetro (Organon Técnica, Argentina).

La presencia de TNF-a resulta citotéxica hacia esta linea celular. Por esta
razén, la 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 la dilucién a la cual se obtenia el 50% de lisis.
MACROPHAGE INFLAMMATORY PROTEIN-2 (MIP-2) E IL-6. Las

concentraciones de ambas citoquinas se midieron espectrofotométricamente

utilizando A/ts comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante.
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5-FUNCIONES DE DEFENSA DE LOS MACROFAGOS
ALVEOLARES

Las células se sembraron a una densidad de 10° células/ml y se incubaron a
37° C durante 2 hrs. Posteriormente se removieron las células adheridas y se
agregé medio fresco con suspensiones de particulas (250 ug/ml) en presencia
y ausencia de 1 ug/ml LPS y/o L-NAME (1mM) durante 24 hrs.

GENERACION DE ANION SUPEROXIDO.

Se utilizé la técnica de reduccién del Nitroblue Tetrazolium (NBT).!”? Esta
reaccion permite evaluar la magnitud del estallido respiratorio mediante la
cuantificacion de la formazana depositada intracelularmente luego de la
reduccién del NBT por el anién superéxido. Este puede ser generado por
exposicién al MP o por estimulo con TPA.

En el primer caso se evalud la capacidad del MP de generar ROS: cultivos de
MA (10°cél /cdpsula) se incubaron a 37°C en presencia de de NBT (0.1% en
PBS) y de MP (250 ng/ml) y/o del antioxidante DMTU (10mM) durante una
hora.

En el segundo caso se evalué en los MA que habian fagocitado MP la
capacidad de generar ROS como respuesta a un segundo estimulo: MA (10%cé|
/cdpsula) se incubaron durante 24 hrs en presencia del MP (250 pg/ml) a
37°C. Finalizada la incubacién las células se lavaron con PBS, se agregé NBT
(0.1% en PBS) y TPA (1 ng/ml en acetona) y se incubaron a 37°C (CASO A).

En el segundo caso, luego de las 24 hrs de incubacion con el MP, las células se
lavaron con PBS, se agregé medio fresco y se incubé a 37°C durante 24 hrs
mds. Posteriormente se realizé el ensayo de NBT como esta descrito
anteriormente para el CASO A (CASO B)



En ambos casos, finalizada la incubacion, las células se fijaron con
paraformaldehido 4% y se cuantificé el ensayo mediante observacién al
microscopio optico. Los valores se expresaron como porcentajes de células

reactivas.
GENERACION DE NITRITOS

La generacién de nitritos se utilizé como medida indirecta de la generacién
de NO. Cultivos de MA (10°cél/cdpsula) se incubaron durante 24 hrs a 37°C
en presencia de MP (250 pg/ml) y en presencia o ausencia de un estimulante
(LPS-1 pg/ml) y de un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (L-NAME -1 mM).
Finalizada la incubacidn se recolectaron los sobrenadantes.

Para la determinacion de nitritos se mezclaron alicuotas de los
sobrenadantes celulares con volimenes iguales del reactivo de Greiss (1%
sulfanilamida: 0.1% naftil-etilendiamina) y se incubaron a temperatura
ambiente durante diez minutos. Se cuantificaron espectrofotométricamente
(540 nm). Los valores de nitritos generados por el metabolismo del éxido

nitrico se calcularon mediante una curva estdndar con nitrito de sodio.!”>

ANALISIS DE IMAGENES DEL MP INCORPORADO POR LOS
MACROFAGOS ALVEOLARES

Esta metodologia se utilizé para calcular el drea de MP incorporada por MP.
Se adquirieron imdgenes de macréfagos provenientes del BALF de ratones
instilados con MP (5mg/kg) por microscopia éptica (Zeiss Axiotron MPM
800). El drea ocupada por las particulas y el drea celular libre remanente se
determinaron utilizando un programa desarrollado en el Laboratorio
LANAIS-CONICET, Unidad de Actividad Radiobiologia, CNEA.



Se calculé el Indice Fagocitico (IF) como el porcentaje de células que
incorporaron MP. Dado que el drea de los macréfagos es uniforme. Los
valores se expresaron como la media + ES del drea celular ocupado por MP

/célula.
6-ANALISIS ESTADISTICO

Para los experimentos /n vivo se 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 + ES. Los datos se
analizaron mediante andlisis de la varianza (ANOVA). Las comparaciones se
realizaron con el test de Minima Diferencia Significativa, y el error o se
establecié en 0.05. En algunos casos se realizaron comparaciones de a pares

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



RESULTADOS



SECCION I: Material Particulado



1-CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL MP

1.1-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION
DE CARBON: CFA

Luego de la combustion del carbén llevada a cabo a escala de laboratorio, las
cenizas remanentes, coal/ fly ash (CFA), fueron fraccionadas segin su
didmetro aerodindmico en fracciones gruesas (C-coarse), fina (F-fine) y
u/trafina (UF). Para su estudio se conté con muestras de CFA provenientes

de la combustion de carbdon de distinto origen geogrdfico (Tabla I.1)

LOCALIZACION FRACCIONES

CARBON RANEO  ~gEO6RAFTICA ~ DISPONIBLES
Gruesa-Coarse (M C)
MONTANA (M) 2% OestedeUSA  Fina-Fine (M F)
Ultrafina (M UF)
WESTERN Gruesa-Coarse (WK C)
KENTUCKY Bituminoso Este de USA
(WK) Fina-Fine (WK F)

Tabla I.1: fracciones de CFA empleadas en este estudio

COMPOSICION ELEMENTAL

El andlisis de cada fraccién del CFA (UF, F y C) realizado mediante EDX
reveld las diferencias en la composicién elemental de las mismas (Tabla I.2).
Las fracciones F y C de ambos tipos de carbon estdn constituidas
principalmente por alumino-silicatos y se diferencian entre si por el
contenido de otros elementos. Por ejemplo, las fracciones provenientes de

WK presentan altos contenidos de Fe y Zn, con valores muy superiores a los
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encontrados en las fracciones de Montana. En la 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 particulas "no carbonosas”.

Por otro lado, las particulas M UF, a diferencia de la fracciones F y C, estén
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 microfotografias electronicas de barrido confirman el tamafio de las
particulas que componen las diferentes fracciones y demuestran la

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



Montana (M) y W Kentucky (WK)"7*

Tabla I.2: concentraciones de trazas de elementos en las diferentes fracciones:

Elementos M UF M F MC WK F WK C
mg/ gcFA mg/gcFA mg/gcFA  mg/ gcFA  mg/ g CFA
Si 28.500 156.742 222.875 194.800 210.850
Al 9.370 103.979 108.800 104.900 102.525
Ca 82.900 89.858 115.175 4108 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 5373
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
vV 7ie 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 T 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
%o
Oxigeno 7% 16 4 44 5 45,2 40,2 414
Carbono % - 04 05 11,2 8,8
ND% 61,0
Total % 100,0 919 99,9 99,9 99,9

57



AUl 4 DUDJUDWY

JEJD07) DUDLIUGY IS

4W A DW S2u0129044 SD| 2p
(XQ3 4o0d sopiuajsqo (A2) u2 pjbuaua
2p uolounj ua o021d 2p popisuaiul)
pibuaua ap sodjd2dsa  24upipaw
DPD4U2saJdad |DLUWR|2 U0I12I1s0dwod A opidJDq
2p SD2IUOULI2|2 SDIJDUB0L0J0udIW 1T T DINBI4

8'21 24
02 1
9t D)
Li |
1'2 S
7 IS
2'92 1%
0'€ bW B
% Sojuaw?|3
- 2'g 24
' 1
L'€ )
61 A
L9 IS
1'Ge 1%
I'e bW
% S0juawW?a|3
972 24
vy D)
G'/G IS
v'Ge v
% SJUENTETE

3SAV0D VNV.LNOW




3UILDUL| M) DUDJUOWY

4N W ug1oon44 b| 2p
(XQ3 dJod sopiuasqo (A2) u2 pibuau2

2p uoldunj u2 02)1d 2p pDOpPISUa4uUl)
pi1buaua ap sodjdo2adsa 2jupipaw
DpDjUasaJdad |DpuaWa|2 uoIdisodwod A opidupq
2p SD2IUOULI2|2 SDIJDUBOLOJOUDIW 2" T DunbI

G'v 1L
6'€2 0D
612 S

'8 )
G'81 IS

9'6 1%

96 bw

% sojuawa|3
6'LE 9]
2'1e S
9'81 \%
2'21 bw

A sojuawa3|]

ANIJVILTIN YNVY.LNOW




09

£'8¢
i er— '
T'1

2’6

v'92

0'G2

IS
14

%

sojuawa|3

20’1t
ve
€62
9LE
961

IS
14

%

SOJU2W?2|3

UL AHILUT Y MW m.H.ON
Gre

i L] LA "W LA il - LUK LA ie Omm.—
J vLE
L22¥

(Z¥A!

L
A
S
IS
14

%

SOJUaW2|3

G'12
€2y
354007 ANINLUBY M o MMW

24
S
IS
v

XQ3 Jod %

SO4U2W2|3

sopiua4qo (A2) u2 pjbuaua 2p uoIduUNS u?
0o1d 2p popisuajul) pibuaua 2p souyd2ds2
2jupipaw DpDjuasaddad ‘|pjusawa|2  uoidisodwod A
0pIJJDg 2P SD2IUOJLI2|2 SDIJDUB0L0J0oUIW £ ° T DINbIY

ANId AADNLNIA M

3SAVOD AADNLNIA M




CARACTERIZACION DE LA MATRIZ POR DRX

El andlisis mediante DRX permitié confirmar que se trata de alumino-

silicatos, con muy bajo contenido de carbono (excepto MUF)

A-MONTANA

Al comparar las muestras provenientes de la combustion del carbon de
Montana por medio de DRX, observamos que MC y MUF son muy diferentes
entre si, mientras que en MF encontramos algunos componentes comunes a
ambas muestras. En los tres diagramas de difraccidn se observa una
concentracion relativamente baja de una fase amorfa por la presencia de una
elevacién en la linea de base en la zona 20° <20 <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 (SiO;) y también cantidades apreciables de
mullita (AleSiz03)

800

érn Montana
§..‘
LY
©
e o
Q
5 l
Z“
RSttty Smiiah Siadiae Jamcias maioss e 3
Coarse  Fine  Ultrafine 26 (angulo)

Figura 1.4: diagramas de difraccién de las fracciones MC, MF y MUF
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. M UF

14

Cuentas (%)

% B G e R

20 (angulo)
M UF [ 11 i, . 0 G | T ]
Ca(S504] I'EE R 11 3P0 1 ILR 8%1)

Figura 1.5: identificacion de las reflexiones obtenidas en el diagrama
de difraccién de la fraccion MUF.

100 MC

Cuentas (%)

MmcCc I O I 15 RN YOO ' A A O
02 = 10
AGSIZOLS ¥ 14 T iiHEd il

Figura 1.6: identificacidn de las reflexiones obtenidas en el diagrama de
difraccion de la fraccion MC,




B-WESTERN KENTUCKY

WKF y WKC son muy similares entre si (Figura 1.7). Estdn compuestas
mayoritariamente por silice (SiO;), en forma de cuarzo, y alumino-silicatos
de Ca, Mg y Fe. La diferencia fundamental es la presencia de abundante Fe
metdlico en WK F (Figura 1.5), representada por una reflexion de intensidad
importante en la zona 26 <45°. En WKC se observa la presencia de titanato
de Ca y 6xido de hierro (Figuras 1.8 A y B). En las dos fracciones se observa

una fase amorfa (idem Montana).

-
3
s

g Western
Q 499

a Kentucky
%’ 130

o

5 3190

£

N3 20

Z

Coarse Fine 26(angulo)

Figura 1.7: diagramas de difraccién de las fracciones WKC y WKF
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WK C

Cuentas (%)

'I'I“l”llvll o o[ I

WK Coorse ) | £ 2 kk -k P AL IER.L _AF 1 . . VI |

O ) NN R RirMEm e R NN
R SOES SRADE R BENES TR S U B Bl Lo DEOE EREES i SE R BN 18]

M'(;s“{zb:g RS SRS B TN N O W 0 W T ES0 2 EE0 s g L5
CaTiO3 (1 F 1 3 1Y 17 S@U Wiiy Yy

B 14a.

WK F

Cuentas (%)

WK Fine[ L S Y | I S RS EEE
5i02 | | L |

Al65i203 | | | | I I HET T C oI

11 LIl | S | 1 6 (O | D [0 | W

Fe [

Figura 1.8: identificacion de las reflexiones obtenidas en los diagramas de
difraccion de las fracciones WKC(A)y WK F(B)




1.2-MP OBTENIDO A PARTIR DE LA COMBUSTION DE
DERIVADOS DEL PETROLEO.

1.2.1-COQUE

Luego de un episodio accidental de emision de MP en una zona de la Provincia
de Buenos Aires, se recolectaron en el suelo de viviendas cercanas a una
coqueria, en dos lugares diferentes, dos muestras ambientales (6110 y 6301). A
fin de determinar la procedencia del MP de las muestras ambientales y dado
que existia una alta probabilidad de que estas muestras contuvieran coque, se
realizé un andlisis mediante DRX y EDX comparando las muestras obtenidas en
la coqueria (coque calcinado y coque crudo) y las muestras recolectadas en las

viviendas.
COMPOSICION ELEMENTAL

MUESTRAS PROVENIENTES DEL ESTABLECIMIENTO INDUSTRIAL

A nivel morfoldgico se aprecia que la mayoria de las particulas de coque crudo
presentan superficies lisas (Figura 1.10-A) mientras que las particulas 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-A y B). También se detectaron Al, Si, Cay Fe, que

son elementos mayoritarios de la tierra.
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Coque crudo

Fe

1M 200 380 4% SN &M M RO 38 laM

Coque calcinado

190 2m 100 4m 500 e LA L .90 I e

Figura 1.10: microfotografias electrdnicas de barride y composicion
elemental representada mediante espectros de energia (intensidad de pico
en funcion de energia en KeV) obtenidos por EDX de las muestras
patrdn: coque crudo (A) y coque calcinado (B).

MUESTRAS AMBIENTALES RECOLECTADOS EN VIVIENDAS CERCANAS
AL ESTABLECIMIENTO INDUSTRIAL

Debido al alto contenido de azufre presente en las muesiras de coque
provenientes del establecimiento industrial se empled azufre (S) como trazador
para identificar coque en las muestras recolectadas en las viviendas, para su
andlisis mediante EDX. Los espectros de energia indican que ambas muestras

ambientales presentan particulas con S. Ademas en la muestra 6110

00




observamos particulas que presentan un pico importante de Si (Figura 1.11-A),
mientras que en la 6301 (Figura 1.11-B) observamos un pico importante de Ca, Al

y Fe indicando que ambas muestras presentan particulas del suelo.

Figura 1.11: microfotografias electrdnicas de barrido y composicidn
elemental representada mediante espectros de energia (intensidad de
pico en funcion de energia en KeV) obtenidos por EDX de las
muestras ambientales 6110 (A) y 6301(B) recolectadas en las
viviendas.




CARACTERIZACION DE PARTICULAS DE COQUE POR DRX

MUESTRAS PATRON PROVENIENTES DEL ESTABLECIMIENTO
INDUSTRIAL

En la Figura 1.12 se muestran los diagramas de difraccién del coque crudo y
el coque calcinado. El coque crudo presenta un tipico patrén de difraccién de
una muestra amorfa: un mdximo muy ancho en la zona de bajo dngulo y una

sola reflexién muy ancha y de baja intensidad en 20 = 25°.

2500
(

I'L -Crudo
2000 [
o
b
E 1000 +
2

g

10 20 30 40 50 80 o]
2.+ (grados)

Figura 1.12: diagramas de difraccién del coque crudo y calcinado

El coque calcinado, es mds cristalino y su andlisis de identificacion permite
comprobar que las reflexiones se corresponden con el carbono (ficha 41-

1487) indicando un contenido importante de grafito (Figura 1.13.)
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Nimero de cuentas
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6
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Grafitq [

1 LI | I . )

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

Se prepararon mezclas con proporciones conocidas de las muestras de la
coqueria a fin de identificar coque crudo ¢ coque calcinado en las muestras
ambientales. Los diagramas de difraccién correspondientes a estas mezclas
indican que a medida que el porcentaje de coque calcinado aumenta, la
intensidad del fondo decrece y la intensidad del pico aumenta
proporcionalmente (Figura 1.14). Hay dos zonas en el diagrama de difraccion
que permiten hacer una evaluacién de porcentajes de coque crudo y calcinado:
1) la zona de bajo dngulo y 2) la zona de la reflexidn intensa (20 = 25°). En
ambos casos el comportamiento entre el nimero de cuentas y el porcentaje de
calcinado es prdcticamente lineal, de manera que es posible utilizar cualquiera
de las dos zonas para la cuantificacion del aporte de cada una de estas fuentes

en una muestra ambiental.
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2500 +

f — 100% Crudo
2000 T f — 75% Crudo, 25% Calcinado

3 | | ~ 50%Crudo, 50% Calcinado
,‘A — 25% Crudo, 75% Calcinado

§ 1500 1 i 100% Calcinado

@

v

o

! 1000 ¢

2

z

500

20 (grados)

Figura 1.14: diagramas de difraccion para muestras preparadas con distintas
proporciones de las fuentes de emisidn.

MUESTRAS AMBIENTALES RECOLECTADAS EN VIVIENDAS CERCANAS AL
ESTABLECIMIENTO INDUSTRIAL
La Figura 1.15 indica que la muestra 6110 esta constituida mayoritariamente por

coque calcinado.

»
-
o
o

-6110

2
2

-Coque Calcinado

&
o
°

Numero de cuentas

600

20 (grados)

Figura 1.15: diagramas de difraccion de la muestra 6110 y 100% de
coque calcinado.
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La figura 1.16 indica que la muestra 6301 tiene una composicion cercana a
60% crudo-40% calcinado.

210 f

Nuimero de cuentas
< y

f¢: - @ O EN) y Aq 4 19 b o b ' , ;o
20 (grados)

Figura 1.16: diagramas de difraccién de la muestra 6301 y de 100%
del coque crudo
La figura 1.17 indica la presencia de SiO, en ambas muestras. Estas fueron
recogidas del suelo de las viviendas y presentan una mezcla de tierra, arena,

etc. La muestra 6110 tiene mayor proporcion de silice que la 6301.

TR R AT, . L

6110 0 5§ O S S
161045 207
191885 02

La o o e ——
R e
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Figura 1.17: identificacion de las reflexiones obtenidas en los diagramas
de difraccion de la muestra 6110 (A) y 6301 (B)

Para mayor simplificacion en la expresion de los resultados bioldgicos nos vamos

a referir a las muestras como se indica en la Tabla I.3

MUESTRAS

AMBIENTALES Caracterisficas

' -mayoritariamente coque calcinado
A (6110) | -mayor proporcion de SiOz (presenta particulas de
suelo)

|
B (6301) -60 % crudo-40% calcinado

-Muestra de suelo proveniente de la muestra A (alta
proporcion de silice)

Tabla I.3: muestras ambientales de coque empleadas en este estudio
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1.2.2-MUESTRA URBANA

En la microfotografia electrénica observamos que se trata de particulas fine. El
andlisis de la composicion elemental indica que presenta un contenido bajo pero

apreciable de elementos de la tierra (Al, Si, Ca) asi como también Ky Ti.

MP urbane
(PM25 CAQ)

Figura 1.18: microfotografias electrénicas de barrido y composicién elemental
representada mediante espectros de energia (intensidad de pico en funcidn
de energia en KeV) obtenidos por EDX) de la muestra urbana recolectada en el
CAC. Barra equivalea 5 um
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SECCION II: Impacto bioldgico de los
contaminantes del Aire



1- EFECTOS BIOLOGICOS DE MP OBTENIDO A PARTIR
DE LA COMBUSTION DE CARBON: CFA

1.1-EFECTOS IN VIVO

En esta seccidon se analizan los efectos de la instilacion intratraqueal de masas
iguales de fracciones de CFA (gruesas o coarse, finas o fine y ultrafinas o

ultrafine). Particularmente se estudian indicadores de inflamacién pulmonar.

El éxito de la instilacidn intratraqueal se corrobord histoldgicamente. La Figura
2.1 muestra las trazas de MP depositadas en zonas de las vias aéreas inferiores

del raton.

Figura 2.1:

A: corte histoldgico de
pulmon de ratén 18 horas
luego de la instilacion con
solucidn salina (300 x).

B: idem luego de la
instilacion de WKF (200 x)
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A-ANALISIS DE INDICADORES INFLAMATORIOS

RECUENTO DIFERENCIAL DE CELULAS

Cuando analizamos los efectos de las particulas obtenidas luego de la
combustién del carbén de Montana, observamos que la fraccion MUF es la que
produce un aumento significativo (p>0.01) en el nimero 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 nimero de PMN. El grupo instilado con
MF, si bien no presenté un aumento importante en el nimero total de células,
generod un aumento significativo en el nimero de PMN (Figura 2.2-A) a expensas
de una disminucién del nimero de MA (Tabla IIL.1).

El grupo instilado con WKF (5mg/Kg) presenté aumentos significativos (p<0.01)
en el nimero total de células (Figura 2.2-A) que se debe principalmente al
aumento significativo (p<0,01) en el nimero de PMN presentes en BAL (Tabla
II.1).

Ninguna fraccion coarse (MC y WKC) produjo cambios significativos con
respecto al control en estos pardmetros analizados.

Como control positivo y a fin de confirmar la eficiencia de las técnicas de
instilacion se tratd un grupo con endotoxina. El nimero de células totales en el
BAL de estos animales presenté un aumento significativo (p>0,001) en estos

pardmetros debido fundamentalmente al aumento del flujo de PMN al BAL.

[ salina

I 1,25 mg/Kg
B 50 mg/Kg
D77 Endotoxina «

é

>
5 8

g
A\ 1

——\\
*

i

200 4

Nimero Total de Células ( 105)

100 -

-Solino C WKF Endotoxina
Fraccién de CFA
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B :] Salina *
20 1,25 mg/Kg
50 ma/Kg
80 Endotoxina

60 -

40 -

Neutréfilos (%)

204

0-
Salina MF M.UF WKC WK F Endotoxina

Fraccién de CFA
i Figura 2.2: A: ndmero total de células (nimero de células x 10°/ BALF) y B: Porcentaje
de PMN en el BALF 18 horas luego de la IT de CFA (1,25 y 5mg/Kg). Indica diferencias
significativas:
*respecto del grupo control (p<0,01)

. La Figura 2.3 muestra como la instilacion intratraqueal de MUF conduce a una

acumulacion de PMN en las vias aéreas pulmonares.

.o Control M’QM '0‘
.’ g ' ‘ %&
s ’

e e

Figura 2.3: A: poblaciones celulares en BAL de animales instilados con solucién
salina. B: idem instilados con MUF (400x)
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CELULAS PMN MA EOSINOFILOS LINFOCITOS
mg/Kg) 1,25 5 1,25 5 125 5 1,25 5
MP
SALINA 43+28 821+15,0 0,3+0,2 0
ENDOTOXINA 903,0 + 124 6* 113,0+101,7 09+09 58+21*
MC 79 10,0 113,1 67,7 0,28 0,28 04 0
+4,0 +2,8 7,7 +65 +0,28 +0,19 +0,4
MF 20,0 25.3 54 4 50,7 0,07 04 01 0,2
+15.7 + 8,6* +5,9 +10,0 +0,07 +0:2 +0,1 + 0 1*
1220 172,8 76,2 89,8 0,3 0,3
MUF +39,0* + 9 6* + 16,2 +6,9 +0,3 +0,3 0 0
319 12,4 97,0 63,8 0,9 05
WKC +239 +5,7 + 175 + 5.0 +0,8 +0,2 0 0
154 82,7 865 70,8 1,1 8,1
WKF +79 + 22 9* +9,7 +10,6 +0.9 +4.2 0 0

Tabla II.1: valores absolutos de células (nimero de células x 10°/BALF) 18 horas luego de la IT de CFA (1,25 y5
mg/Kg). Los grupos instilados con solucién salina y endotoxina (10 pg/ratén) se emplearon como controles negativo y
positivo respectivamente. Los datos se presentan como la media + ES (n<5). Diferencias significativas: * respecto del
grupo control (p<0,001), * entre ambos tipos de carbén para una misma fraccién (p<0.05), * entre dosis para un mismo

tratamiento (p<0,05)
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INDICADORES BIOQUIMICOS

La Tabla II.2 muestra los niveles de proteinas totales y de albdmina, actividad
LDH y NAG en BAL de animales instilados:

A.

El contenido de proteinas totales resulté significativamente elevado (p<0,05)
en los grupos instilados con particulas F (5 mg/Kg).

La concentracion de albimina presenté un significativo aumento (p<0,005) en
los grupos instilados con particulas F (5 mg/Kg).

La actividad LDH no resulto significativamente elevada en ningun grupo.

Se encontraron aumentos significativos (p<0,005) en la actividad NAG entre
los grupos instilados con ambas fracciones F (5 mg/Kg) y el grupo control.
Ademds el grupo instilado con MUF (1,25 y 5mg/Kg) también presento
aumentos significativos de esta enzima.

El grupo control positivo tratado con endotoxina bacteriana presenté todos
los indicadores bioquimicos significativamente elevados (p<0,05) comparados

con el grupo control indicando que la técnica de instilacién fue exitosa.
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CITOQUINAS

Con respecto a la instilacion de muestras de Montana, la instilacién de
particulas UF (1,25 y 5 mg/kg) produjo un significativo (p<0,05) aumento en la
liberacion de TNF-o al BAL mientras que las fracciones C y F no
desencadenaron la liberacion de esta citoquina. Los valores de MIP-2
aumentaron significativamente (p<0,05) luego de la instilacion de UF (1.25y 5
mg/Kg)y F (5 mg/ml). La fraccion C no generd la liberacion de MIP-2,

Con respecto a la instilacion de muestras de W Kentucky, ninguna de las
fracciones produjo efectos en cuanto a la liberacién de TNF-a. En cambio un
significativo aumento (p<0,05) de MIP-2 en BAL se produjo luego de la
instilacién de particulas F (5 mg/Kg), mientras que el grupo instilado con C no
produjo efectos.

Aunque con una importante variabilidad en la respuesta, IL-6 fue detectada en
el BAL de los animales instilados con MUF y WKF (Tabla IT.3).

Las tres citoquinas resultaron significativamente elevadas en el grupo instilado

con endotoxina, demostrando que los ensayos fueron vdlidos.

En la Figura 2.4 se resumen los resultados arriba descritos.

A IGUALES MASAS INSTILADAS, LAS PARTICULAS UF ¥ LAS F RESULTARON LAS
MAS POTENTES EN EL RECLUTAMIENTO DE PMN y EN EL AUMENTO EN LOS
INDICADORES BIOQUIMICOS ¥ CITOQUINAS
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Figura 2.4: resumen de los indicadores de inflamacién pulmonar aguda luego de la IT
de CFA (5 mg/Kg). Diferencias significativas: * respecto del control, * entre ambos
tipos de carbdn para una misma fraccién (p< 0,05)
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B-EFECTOS DEL ANTIOXIDANTE DMTU

Debido al alto contenido de Fe de la fracciones WKF se evalué la posibilidad de
que la reaccion inflamatoria inducida por WKF estuviera relacionada con la
generacion de ROS. Para ello se realizaron inyecciones i.p. de DMTU (500

mg/Kg) 30 minutos previos a la IT de las particulas.

RECUENTO DIFERENCIAL DE CELULAS

El grupo pre-tratado con DMTU e instilado con WKF presenté una significativa
disminucion (p<0,05) en el nimero total de células y de PMN.

Se observé también que en los animales pre-tratados con DMTU e instilados
con MUF también hay una disminucion de estos indicadores, aunque los
resultados no son significativos, mientras que en los instilados con MF hay una

disminucion significativa (p<0,05) en el numero de PMN (Tabla II.4).

: CELULAS TOTALES PMN
e S (10%) (10°)
Trat | Salina DMTU Salina DMTU
MP ;
= o |
SALINA | 1005 98,5 7.9 20,8
+225 +15,6 +3,7 + 16,4
S 1331,7 8293 11803 680 2
+ 247 ,3* + QL™ + 244 8* + 81,6
WOE 3047 2613 2250 1548
+ 92 5* + 35,1 + 83,2* +31,3
A | 1025 135,2 60,5 26,9
| +755 + 25,6 +5,3* +7,2%
WKE ‘ 2014 1270 917 47 4
+ 46 4* +:22.2" + 44 4* +18,0

Tabla II.4: nimero total de células y de PMN (10°/BAL) obtenido 18 horas luego de la IT de
CFA (5 mg/Kg), previo tratamiento con DMTU (500 mg/Kg) 6 solucién salina. Los grupos
instilados con solucién salina y endotoxina (10 ng/ratdn) se emplearon como controles negativo y
positivo respectivamente. Los valores se expresan como media + SE (n=5). Diferencias
significativas: *respecto del grupo control (p<0,001), *respecto al correspondiente sin DMTU
(p<0,05).
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INDICADORES BIOQUIMICOS

El pre-tratamiento con DMTU no modifica los indicadores bioquimicos en los
animales instilados con MUF y MF. Sélo en el grupo instilado con WK F se
observé una disminucion significativa en los niveles de proteinas totales en BAL
(Tabla I1.5)

No se evalué el efecto de DMTU en los grupos tratados con las fracciones

Coarse debido a que estas no generaron efectos inflamatorios importantes.
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1.2-EFECTOS IN VITRO

Se llevaron a cabo experimentos con macréfagos alveolares para evaluar si el
efecto /n vivo de los diferentes tipos de particulas podria ser anticipado por
ensayos /n vitro. Por otra parte es de interés estudiar la modulacidn de las
respuestas de defensa de los MA frente a la exposicion al MP o a su
posterior fagocitosis. Se evaluaron los siguientes pardmetros en cultivos

primarios de macréfagos alveolares.'
1-VIABILIDAD

El ensayo de captacion de Rojo Neutro indicé que la viabilidad de los MA se
mantiene en valores cercanos a los controles luego de la exposicion a las
fracciones F y C de M y WK para todas las concentraciones ensayadas (62,5,
125 y 250 pg/ml) durante 24 horas.

Se observé un aumento significativo (p<0,05) en la actividad LDH luego de 4
horas de incubacion de MA con concentraciones intermedias y altas de MUF

(125 y 250 pg/ml). El resto de las particulas no generé cambios (Figura 2.5)

Figura 2.5: actividad [ Salina
LDH en el medio de 2 > B 62.5 ug/m
cultivo de MA luego de 4 - =12§50"uz//:‘"|
horas de exposicion a CFA 7 Endotoxina
(625, 125 y 250 pg/ml). o 8-

Los datos se presentan 2

como la media + ES (#£5). q 69

*diferencias significativas al

respecto del grupo |

control (P< 0.05). 2

Control MC MF MUF WKC WKF Endotoxina

Particulas

' No fue posible evaluar los efectos de MUF debido a la escasa cantidad de esta fraccién disponible
en la muestra de Montana,
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Ademds, luego de 24 horas de exposicion a las particulas, los niveles de LDH
no presentaron cambios significativos con respecto al control, excepto para
las particulas MUF.

Para los ensayos siguientes se utilizé la concentracion mayor de particulas
(250 pg/ml) debido a que esta concentracién no produjo alteraciones en los

indices de viabilidad y citotoxicidad.
B-NAG

Se evalué la actividad NAG como medida de la activacién de macréfagos. No
se observaron diferencias significativas en los valores de NAG en el medio de

cultivo luego de 4 y 18 horas de exposicién de los macréfagos a las particulas.
C-CITOQUINAS

-IL-6

Las fracciones F y C no estimulan la liberacién de IL-6. La incubacion de
macrofagos con LPS (control positivo) resulté en un aumento significativo
(p<0,01) de la IL-6 con respecto al control (1200 + 80 y 994 : 102 pg/ml)

respectivamente).

-MIP-2
Los niveles de MIP-2 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 liberacion de TNF-o. Se observa que MF es

mds efectiva que MC. El control positivo con LPS presento un valor de 120,0 +

20.

TNF-a (U/ml)

40 -

304

n
o
1

—
o
1

D-ESTRES OXIDATIVO

-GENERACION DE ROS POR CFA

Fraccién de CFA

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 pg/ml. Los valores
representan la media + ES (n=D).
Diferencias significativas (p< 0,05):
*con respecto al control.

En la Figura 2.7 observamos que las fracciones MC, MF y WKF producen

aumentos significativos (p<0,05) en la generacién de ROS en cultivos de MA y

que el fratamiento con DMTU revierte parcialmente los efectos observados.

Estrés oxidativo (%)

100 [ control
i V7ZZA DMTU
80 - S *
* *
60 4 *
40 4
20 4
0 ; .
Control MC MF KC KF
Fraccién de CFA

Figura 2.7: cultivos de MA
incubados durante 1 hora en
presencia de CFA (250 pg/ml) o
solucidn salina.

Idem y preincubando con DMTU
(10mM) o solucién salina durante 1
hora.

Los valores representan la media +
ES (n=5). Diferencias significativas
(p<0.05):

*respecto del control

*respecto del correspondiente
sin DMTU
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-RESPUESTA AL ESTIMULO

Experimento A: a fin de determinar si la sobrecarga de MP sobre MA altera
su capacidad de defensa (i.e. infeccion bacteriana) los MA se incubaron en
presencia de CFA durante 24 horas al cabo de las cuales se determind la
generacion de ROS utilizando TPA como activador de MA. Los resultados
muestran una disminucion 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 observé una recuperacion en la
capacidad de generacion de ROS de los MA. Esta (ltima es menor en
condiciones de sobrecarga con fracciones F (Figura 2.8).

[a

100 V) B

8 3 8
L " 1 " 1 "

Estrés oxidativo (%)

n
o
! \

o

WK F MC MF
Fraccion de CFA

Figura 2.8:

Generacién de ROS. A: luego de 24 horas de exposicion a CFA (250 pg/ml). B: idem
incubando durante otras 24 horas en presencia de medio fresco. Los valores
representan la media + ES (n=5). Diferencias significativas (p<0,05): *con respecto al
control sin particulas, *con respecto al tratado con la misma clase de CFA en A
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E-GENERACION DE NITRITOS.

Sélo las fracciones F indujeron aumentos significativos en la generacion de
nitritos (medida indirecta del éxido nitrico generado). La incubacidén con
particulas € no generd diferencias significativas con respecto a los controles
(Figura 2.9). La concentracion de nitritos en el medio de cultivo de MA
incubados en presencia de CFA y LPS permanece cercana a los valores del
control sin CFA, con excepcion de los incubados con WKF y LPS.

La concentracion de nitritos disminuye cuando los MA son incubados MF y

WKF en presencia de L-NAME

. A L [ IMedio
Figura 2.9: generacidn de nitritos: 7 Lps

cultivos de MA se incubaron ] = =t:;’:‘L”f‘fMME
durante 24 horas en presencia de

CFA (250 pg/ml) y en presencia o
ausencia de LPS (1 pg/ml) y L-
NAME (1 mM). Los valores
representan la media + ES (n=5).
Diferencias significativas (p<0,05):
*respecto del control sin MP
*respecto del control con LPS
*entre CFA y CFA + L-NAME

.

Nitritos (uM/1x10°células)
S
9

AMMIMHMIMNIITIDTDaL

Control MC MF

Material Particulado

LAS FRACCIONES F ¥y € NO AFECTAN LA VIABILIDAD DE MA IN VITRO E
INDUCEN LA GENERACION DE ROS ¥ DE TNF-a. SIN EMBARGO LA EXPOSICION A
FRACCIONES F GENERA AUMENTOS EN LA LIBERACION DE NITRITOS Y LA
FACOCITOSIS DE LAS MISMAS CONDUCE A LA ALTERACION EN ALGUNAS
FUNCIONES DE DEFENSA
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2-EFECTOS BIOLOGICOS DE MP OBTENIDO A PARTIR DE
LA COMBUSTION DE DERIVADOS DEL PETROLEO

2.1-EFECTOS IN VIVO

PARTICULAS DE COQUE Y PARTICULAS DE ORIGEN
URBANO

El éxito de la instilacidn intratraqueal se corroboré histoldgicamente. La Figura
2.8 muestra las trazas de MP depositadas en zonas de las vias aéreas

inferiores del raton.

Figura 2.10:

A: corte histoldgico de
pulmén de raton 18
horas luego de la
instilacion con solucion
salina (300x)

B: idem, instilado con
muestra A (200x)
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Las muestras ambientales A y B se recolectaron en el piso de viviendas de
zonas aledafias a wuna coqueria industrial. La muestra A consiste
fundamentalmente en coque calcinado, mientras que la muestra B contiene una
proporcion 60 % crudo-40% calcinado (ver pdgina 71)

Por otro lado, la muestra PM,s CAC fue recolectada en una zona con alto
trdnsito vehicular. Debido a las condiciones de muestreo esta muestra presenta

MP conun dee < 2.5 um.

A-ANALISIS DE INDICADORES INFLAMATORIOS

Dado que el material A presenta un alto contenido de silice debido a la
presencia de particulas del suelo, se realizé un control sélo con particulas del
suelo (grupo sA) para determinar si los efectos producidos por A se deben, en

parte, al silice presente en el suelo.

RECUENTO DIFERENCIAL DE CELULAS.

La instilacidn de las muestras A, B y PM;sCAC produjo un aumento significativo
(p<0,001) en el nimero total de células en el BAL (Tabla I1.7).

Los aumentos en el nimero total de células presentes en BAL luego de la IT de
las muestras A y B se deben al aumento significativo en el nimero total de PMN
(Tabla IT.7). En el grupo instilado con PM;5 (CAC) no se observé un aumento
significativo en el nimero total de PMN. Por otro lado, para los grupos
instilados con A, B y PM;s (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 sélo

con sA no presenté cambios significativos en estos pardmetros.
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Si bien el tamafio de las particulas presentes en las muestras A y B es mayor
que el de CFA (4-40 um vs < 2,5um respectivamente), los macréfagos alveolares
en el BAL de ratones instilados con A y B, presentan una importante cantidad
de particulas fagocitadas (Figura 2.12). Esto indica que existe una proporcion

importante de particulas de tamafio respirable (<2,5um) en las muestras A y B.

o~

2™ B
"cb’g. ” * A
> ﬁ} 2
® ..o. ;

Figura 2.12: A: poblaciones celulares en BAL de animales instilados con solucidn
salina (100x) B: idem instilados con la muestra A (400x)
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INDICADORES BIOQUIMICOS

La Tabla IT.8 muestra los datos de los pardmetros bioquimicos estudiados:

A-El contenido de proteinas totales no presenté aumentos significativos con
respecto al control.

B-La actividad LDH resulté significativamente elevada en los grupos instilados
con Ay B (p<0,05).

C-La actividad NAG resulté significativamente elevada en el grupo instilado con
Ay 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 concentraciéon de albdmina no presenté aumentos significativos con
respecto al control.

Los pardmetros bioquimicos analizados en los grupos instilados con material

proveniente del filtro (F) y sA no difieren del control.
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cias significativas (p<0,05): * respecto del control, *

la IT de 5 mg/Kg de MP. Los valores estdn expresados c

Figura 2.13: resumen de los indicadores de inflamacién
Diferen

muestras de coque
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LOs 6RUPOS INSTILADOS CON LAS MUESTRAS DE COQUE A Y B PRESENTAN
INOICADORES INFLAMATORIOS ELEVADOS CON RESPECTO AL 6RUPO INSTILADO CON
LA MUESTRA URBANA ¥ AL 6RUPO INSTILADO CON SOLUCION SALINA (Figura 2.13).

B-EFECTOS DEL ANTIOXIDANTE DMTU

El MP con un alto contenido de compuestos orgdnicos adsorbidos ejerce
efectos bioldgicos atribuidos a las ROS.?*® Entre esta clase de particulas las
mas importantes son las Diese/ Exhaust Particles (DEP). Dado que el coque
presenta similitudes fisico-quimicas con ellas, se especula que podria producir
alteraciones en las vias aéreas a través de mecanismos similares a las DEP, en
los que las ROS juegan un rol importante. Se utilizé el antioxidante DMTU para

confirmar indirectamente clarificar este concepto.
ANALISIS DE LAS POBLACIONES CELULARES

La administracion sistémica del antioxidante DMTU condujo a una disminucién
significativa (p<0,01) en el nimero total de células y en el nimero de PMN
(p<0,01) en el BAL del 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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CELULAS CELULAS TOTALES (m\g;))
il Salina DMTU Salina DMTU
Salina 100,7:+225  985+153 79+37 208 +16,4
Endotox, | 13317:2473* 8293+917* 11803+ 448* 6802+ 81,6*
PM .5(CAC) | 1484:410  1054+154 509+ 183 4414117
F 1396+222  1164+381  274+156 11407
A 4905+ 151,3* 4911+129  3789+855% 3540+ 1051
B 4186 + 225* 1637+273* 2495+277* 663 +198*

Tabla II.9: efecto del antioxidante DMTU (500 mg/Kg) sobre indicadores bioquimicos
en BAL 18 horas luego de la IT del MP (5 mg/Kg)). Los valores se expresan como media +
ES (n=5). Diferencias significativas: *respecto del grupo control (p<0,001), * entre
tratamiento con DMTU y el control (p>0,05)
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INDICADORES BIOQUIMICOS

La Tabla II10 indica que el pre-tratamiento con DMTU disminuye
significativamente la actividad NAG en el grupo B. No obstante el resto de los
pardmetros permanecen elevados. Este antioxidante no ejerce ningtn efecto en

los grupos tratados con PM;5 CACy A.

EL PRE-TRATAMIENTO CON DMTU DISMINUVYE EL FLUJO DE PMN Y LA ACTIVIDAD
NAG EN EL 6RUPO INSTILADO CON B.
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C-FAGOCITOSIS DE MP POR MACROFAGOS ALVEOLARES IN VIVO

El drea de los macrdofagos se puede considerar como una expresion vdlida del
volumen de los mismos. '’ La medida del drea de los macréfagos presenté poca
variabilidad (140,1 + 13,8 um®). En base a esto, se determinaron dos pardmetros:
el Indice Fagocitico (porcentaje de células que incorporan MP) y la Capacidad
Fagocitica (drea celular ocupada por MP).

Se observaron valores crecientes de estos indices en los grupos instilados con
las muestras B, A y PM;5CAC respectivamente (Figura 2.15 - A y B). También se
observa que el grupo instilado con B presenta un nivel significativamente mayor
de macrdéfagos en BAL con respecto a los otros grupos, pero que cada

macréfago fagocita una menor cantidad de MP.

1 [ Capacidad fagocitica e - 50 ?’ ::ip:e;io:ef;g:cmc:
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Control A B PM25 CAC Control A B PM25 CAC
Material Particulado Material Particulado

Figura 2.15: A- Indice de Fagocitosis y Capacidad Fagocitica. B-Nimero de MA y de PMN
(10° células/BAL) y Capacidad Fagocitica. Los valores se expresaron como la media + SE
(n=5). Estos valores se obtuvieron mediante andlisis de imdgenes 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 FAGOCITICA ES MAYOR PARA LAS POBLACIONES DE MA QUE
FAGOCITARON LAS MUESTRAS A y PMz 5 CAC.
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1.2-EFECTOS IN VITRO

A-VIABILIDAD

Los valores de viabilidad celular, luego de 24 horas de exposicion a las muestras
A, B, y PM;5CAC (62,5-250 pg/ml), obtenidos mediante el ensayo de captacion
de Rojo Neutro y actividad LDH, se mantienen dentro de valores similares al

control.

B-ACTIVIDAD NAG

La actividad NAG, de MA expuestos durante 24 horas a las muestras
ambientales A y B (250 pg/ml), resulto significativamente (p<0,05) elevada (1,9
+ 03y 21 + 02 respectivamente) con respecto al control (1,1 + 0,1). No se
detectaron diferencias significativas con respecto al control a tiempos cortos
de incubacion (4 horas). La muestra urbana PM; 5 CAC y no indujo aumentos en
actividad NAG.

C-CITOQUINAS

Para el estudio de la liberacion de TNF-a, se realizé 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 liberacion de esta citoquina mientras que la muestra PM,sCAC no

estimulé la liberaciéon de TNF-a.
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Figura 2.16: niveles de TNF-o en el
medio de cultivo. MA se incubaron a
37°C durante 24 horas en presencia
de MP (250 pg/ml. Los valores se
expresaron como la media + ES (n=5).
Diferencias significativas (p< 0,05):
*con respecto al control.

GENERACION DE ROS POR MP PROVENIENTE DE DERIVADOS DEL

PETROLEO

En la Figura 2.17 se observa que sélo la muestra B promueve significativamente

(p<0,05) la generacion de ROS en cultivos de MA y que el tratamiento con

DMTU revierte parcialmente estos efectos. Las muestras A y PM,5CAC no

estimulan la generacion de ROS en MA.
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Figura 2.17: cultivos de MA
incubados durante 1 hora en
presencia de MP (250 pg/ml) o
solucién salina.

Idem y preincubando con DMTU
(10mM) o solucidén salina durante 1
hora.

Los valores representan la media +
ES (n=5). Diferencias significativas
(p<0.05):

*respecto del control

*respecto del correspondiente
sin DMTU
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RESPUESTA AL ESTIMULO

Experimento A. bajo condiciones de sobrecarga celular con muestras
ambientales de coque se observa disminucion significativa (p<0,05) en la
capacidad de MA de generar ROS bajo estimulacion con TPA. La muestra
urbana (PM25CAC) no genera cambios con respecto al control.

Experimento B. los efectos observados previamente se revierten al incubar los
MA por otro periodo de 24 horas indicando la capacidad de recuperacion parcial
de los MA (Figura 2.18).

i85 C_a Figura 2.18: generacion de ROS.
" e A: luego de 24 horas de exposicién a
| MP (250 ng/ml).

B: idem incubando durante otras 24
horas en presencia de medio fresco.
Los valores representan la media +
ES (n=b).

Diferencias significativas (p<0,05):
*con respecto al control

*con respecto al tratado con la
misma clase de MP en A

Estrés oxidativo(%)

B PM2.5CAC
Material Particulado

Control

C- GENERACION DE NITRITOS

La Figura 2.19 indica que las particulas A, B y PM;5CAC, aumentan los valores
de nitritos en el medio de cultivo celular. Sélo en aquellas incubadas con
PM25CAC, en presencia de L-NAME los valores de nitritos se mantienen dentro

de los niveles basales.
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Figura 2.19: ggeneracién de nitritos. Cultivos de MA se incubaron durante 24 horas en
presencia de MP (250 pg/ml) y en presencia de LPS (1 pg/ml) y/o L-NAME (1 mM) o solucién
salina. Los valores representan la media + ES (n=5). diferencias significativas (p<0,05): *
respecto del control sin MP, * respecto del control con LPS, *entre MP y MP + L-NAME.

LAS MUESTRAS DE COQUE A Y B ACTIVAN MA MEDIANTE AUMENTOS EN LA
ACTIVIDAD NAG, INDUCCION EN LA LIBERACION DE TNF-a ¥ LIBERACION DE
NITRITOS.

LA MUESTRA B (ENRIQUECIDA EN COQUE CRUDO) ES CAPAZ DE GENERAR LA LIBERACION
DE ROS, HECHO QUE SE REVIERTE EN PRESENCIA DE DMTU.

LA MUESTRA URBANA GENERA EFECTOS MENORES CON RESPECTO A LAS ANTERIORES
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DISCUSION Y
CONCLUSIONES



En los dltimos afios, a partir de estudios epidemioldgicos, se ha encontrado una
correlacién entre el aumento en los niveles de enfermedades respiratorias y
cardio-pulmonares humanas y la creciente contaminacién atmosférica con
material particulado (MP). Esta problemdtica tiene importantes repercusiones
tanto a nivel econémico como de salud pdblica. '**

El aire que respiramos contiene contaminantes que son bdsicamente una mezcla
de gases y de material particulado y es la combinacién de ambos lo que genera
los efectos biolégicos adversos. Para iniciar esta linea de investigacion, se
comenzé con el estudio de la accién de material particulado analizando los
componentes del mismo como posibles causantes de efectos biolégicos adversos
en animales experimentales.

El MP de origen antropogénico analizado en este trabajo estd vinculado a la
generacion de energia (combustién del carbén), a emisiones industriales
(calcinacion 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 particulas provenientes de la
combustion del carbén (CFA) se puede considerar lo siguiente:

La generacién de energia eléctrica en paises como USA y China'’® se realiza
principalmente mediante la combustién completa del carbén en las centrales
térmicas debido a que éste se encuentra en grandes cantidades y en
yacimientos de fécil acceso. Si bien en estos paises se dispone de tecnologias
eficientes y dispositivos adecuados que facilitan el control de la contaminacién
ambiental, las cenizas de la combustién del carbén (CFA) constituyen una
importante fuente de MP contaminante. En el caso particular de USA existen
diferencias importantes entre el carbén proveniente del oeste y el proveniente
del este del pais. Dada la posibilidad de obtener el material fraccionado segin
su tamafio, se realizaron experimentos en animales a fin de determinar algunos

efectos bioldgicos.
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Los estudios de toxicologia tradicional han utilizado principalmente altas dosis
de CFA no fraccionado'” y describen ampliamente cuadros de inflamacién
pulmonar y mayor susceptibilidad a infecciones.'”® En el presente estudio se han
empleado dosis menores (5 y 1.25 mg/Kg) de CFA y éste ha sido fraccionado
segun el tamafio de las particulas que lo componen: C, F y UF a fin de evaluar los
efectos de cada fraccidon por separado.

El CFA, como la mayoria del MP proveniente de combustiones antropogénicas,
presenta una porcién significativa de particulas u/trafine (UF) las cuales, por su
pequefio tamafio, escapan a los dispositivos de control. Hay un gran interés en el
estudio de estas particulas debido a que, aunque representan una pequefia
fraccién en masa total, la contribucion en nimero a la cantidad total de MP es
notoria.

El CFA proveniente de la combustion del carbén de Montana (subituminoso-
QOeste) contiene una fraccién UF que consiste bdsicamente 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 dcidos para formar sulfatos de calcio muy estables.
La fraccién UF presenta un enriquecimiento en trazas de metales debido a la
vaporizacién de elementos voldtiles y a su posterior nucleacién.  Las
caracteristicas del proceso de combustién conducen a cambios en la especiacién
elemental, lo cual afecta la solubilidad y la bio-disponibilidad de los metales. El
grado de enriquecimiento de los elementos en la fraccién de menor tamafio
varia segin el tipo de carbén y se debe, en parte, a diferencias en la
distribucién de material mineral en el carbén que le dio origen.'*® Las fracciones
F y C estédn constituidas por alumino-silicatos, con un elevado contenido de
cuarzo. Esta composicion se repite en las fracciones provenientes de la
combustién del carbén de WK (bituminoso). Ambas presentan, ademds, una
importante cantidad de hierro: WKF presenta hierro metdlico en grandes

cantidades, mientras que WKC presenta éxidos de hierro. Estos resultados
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estdn en concordancia con trabajos realizados en CFA provenientes de otros
tipos de carbén. '’° En estas publicaciones se describe que las fracciones Fy €
estdn compuestas principalmente por alumino-silicatos y por metales poco
solubles. El aluminio y el silicio no se vaporizan durante la combustién y atrapan
grandes cantidades de otros elementos.'®

Con respecto a la accién biolégica del CFA, la fraccién UF de Montana generd un
aumento significativo en el nimero de células en el BAL, incluso a la dosis mds
baja, que se ha atribuido al aumento en el nimero de PMN. Este Gltimo es un
indicador importante de un proceso inflamatorio. '® La instilacién con MUF
generé aumentos en la actividad NAG indicando una activacién en los
macréfagos probablemente causada por el contacto y/o la fagocitosis de este
MP. Los niveles de TNF-a e IL-6 en el BAL resultaron significativamente
elevados. Los datos de la literatura atribuyen el aumento de estos mediadores a
la accién de ROS* generado por el contacto y/o fagocitosis del MP. Este
incremento en los niveles de TNF-a estaria relacionado con aumentos en los
niveles de IL-6."%. Estos, a su vez, inducirian aumentos en el nimero de PMN en
sangre. '®> Los elevados niveles de MIP-2 estarian relacionados con el
incremento observado en el nimero de PMN en el BAL de animales instilados
con MUF. Al respecto existen referencias bibliogrdficas que reportan altos
niveles de TNF-a en células epiteliales pulmonares que inducirian la liberacién
de IL-8 '®* (efectos andlogos a MIP-2 pero en humanos) y que esta respuesta
es amplificada por la presencia de PMN.'®

Una hipétesis de peso atribuye los efectos bioldgicos de las particulas UF a la
gran superficie de contacto que presentan®. Esta gran superficie en drea
favorece la generacién de ROS, incluso en ausencia de metales.'® Se utilizé la
administracidn sistémica del antioxidante DMTU en ratones instilados con MUF
a fin de determinar la participacién de las ROS en este proceso. Este
antioxidante ha favorecido la disminucién 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'®®, otros tipos de CFA®*

Y
MP urbano.'® indican que el pre-tratamiento con el antioxidante DMTU inhibe
la inflamacién pulmonar inducida por instilacidn intra-traqueal. El hecho de que
los efectos de MUF no se controlan eficazmente con el empleo de
antioxidantes indica que los mismos no estarian relacionados sélo con la
generacién de ROS sino que otros factores, como por ejemplo su alto contenido
de azufre, podrian ser determinantes en su accién deletérea. Se ha reportado
que la exposicién aguda o crénica a particulas carbonosas cubiertas de azufre

187.188 mediante

produce alteraciones en los mecanismos de defensa pulmonares
la disminucién de la fagocitosis y la destruccién intracelular de bacterias
patégenas asi como por la disminucién en la produccién de importantes
mediadores biolégicos criticos para el mantenimiento de la inmuno-competencia
pulmonar.'®

Hay que tener en cuenta que el nimero de particulas para una determinada
masa es mayor para particulas de menor tamafio, por lo tanto, los efectos
observados pueden deberse a que un nimero mayor de particulas sea
fagocitado por cada célula o a que un nimero mayor de células se vea
afectado.'”°Desafortunadamente la fraccion WKUF no estuvo disponible para
una completa comparacién de los dos tipos de carbdn.

La fraccién MF generé aumentos en los parametros inflamatorios analizados
pero, a diferencia de MUF, sélo cuando se instilé la mayor concentracion de
particulas: se detectaron aumentos en la proporcién de PMN en BAL,
acompafiada por un aumento en los niveles de albumina, proteinas, NAG y MIP-2.
Las alteraciones en el micro-ambiente alveolar (niveles elevados de proteinas y
de albimina) indican pérdida de la integridad en la barrera epitelial. Sin
embargo la actividad LDH no estd incrementada, por lo tanto esta
extravasacion de proteinas no se deberia a ruptura celular sino que podria
estar mediada por contraccién endotelial o por reorganizacién del cito-

esqueleto.”® La administracién de DMTU en el grupo instilado con MF no mejora

111



los pardmetros inflamatorios. La inflamacién generada por MF, podria deberse
al importante contenido de cuarzo en esta fraccion. Estd descrito que la
inhalacion de particulas de cuarzo genera respuestas inflamatorias pulmonares
191,192,153194,195 v que la induccién de MIP-2 por silice en células epiteliales esta
mediado por TNF-a inducido por ROS.'°

Se ha hecho referencia a la correlacién entre el tamafio de la particula y sus
efectos sobre el sistema respiratorio. Las particulas UF y F alcanzan las
regiones alveolares y se acumulan en ellas, induciendo los efectos previamente
descritos, mientras que la fraccidn C no llega a depositarse en los alvéolos. Por
este motivo las particulas de este tamafio no afectan los pardmetros aqui
analizados.

Con respecto a los efectos del CFA obtenidos a partir de la combustién de
carbén proveniente de W Kentucky (bituminoso-este), se observé que la
fraccién WKF produce efectos inflamatorios similares a los producidos por MF
pero de mayor intensidad. Esto coincide con estudios realizados por otros
grupos que indican que la inhalacion de particulas generadas por la combustién
de carbén bituminoso con alto contenido de azufre produce mayor toxicidad
que la inhalacion de particulas generadas a partir de carbonos sub-bituminosos
y lignitos. ¥’

El CFA proveniente de WK contiene un elevado contenido de Fe asociado a
alumino-silicatos. La administracién sistémica del antioxidante DMTU ha
disminuido los indices inflamatorios en el grupo instilado con WKF. Esto podria
deberse, en parte, al alto contenido de Fe presente en esta fraccién, el cual
participaria en la generacién de ROS mediante la reaccién de Haber-Weiss. !
La bio-disponibilidad del hierro varia segtin el tamatio de la particulay el tipo de
carbén utilizado para generar el CFA. El hierro es movilizado en mayor cantidad
en las fracciones F que en las C.'® Las primeras se caracterizan por presentar
una mayor tasa de movilizacion del mismo, la cual depende de su

especiacién.’®®?® Este CFA alcanza las zonas alveolares donde las particulas
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son fagocitadas con la consecuente movilizacion del hierro ?', éste es
almacenado intracelularmente y participa en la induccién de IL-8, evento
dependiente de ROS %%

La fraccion WKF presenta también un contenido importante de zinc. Este
elemento ha sido descrito como factor destacado en el desarrollo de

203.204.205.206 y en la depresidn de la actividad fagocitica de

inflamacién pulmonar
MA 207
En lo que respecta a la instilacién con la fraccién KC, al igual que con MC, no se

producen aumentos en los valores de los pardmetros de inflamacién analizados.

El coque de petrdleo, utilizado en la industria del aluminio, es de especial
interés en cuanto a su accién sobre la salud humana debido a que presenta un
alto contenido de compuestos que han sido clasificados como carcindgenos
mutagénicos (PAH).***13! Las exposiciones prolongadas a estas particulas 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 exposicién, la
poblacién que vive en las zonas cercanas a estos establecimientos se encuentra
también expuesta, de manera persistente, a estos contaminantes. Este grupo
poblacional debe recibir la atencién 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 vias aéreas, para lo cual se ha utilizado este disefio
experimental basado en la instilacion en animales.

Se ha descrito, en la primera parte de este trabajo, la utilizacién de MP
proveniente de la combustiéon de carbdn (CFA) fraccionado por tamafio en
muestreos programados. En el caso del coque, el MP fue recolectado luego de
un episodio de emision accidental, por lo tanto no fue posible recolectar las

muestras con un muestreador a fin de obtener particulas fraccionadas por
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tamatfio. No obstante se debe recalcar la importancia del estudio de los efectos
de material de estas caracteristicas debido a la carencia de informacidn
bibliogrdfica sobre el tema en lo que respecta a su efecto en el tracto
respiratorio de la poblacion expuesta.

Las muestras ambientales recolectadas en las cercanias de las viviendas fueron
comparadas con muestras patrén e identificadas como particulas de coque.*® El
andlisis por DRX indica que la muestra A presenta 100% de coque calcinado y la
muestra B, 40%-60% de coque calcinado-crudo por lo tanto existe una alta
probabilidad de que A provenga de emisiones de las chimeneas de la coqueria,
mientras que una fraccién importante de B provenga de las pilas de coque crudo
depositado en la 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 orgdnicas durante el proceso de calcinacién.
La muestra B, con importante contenido de coque crudo consiste en una matriz
carbonosa amorfa, con un elevado nimero de moléculas orgdnicas adsorbidas.?™°
Esta diferencia estructural podria 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 dnodo de aluminio (donde
se utiliza coque calcinado), mostraron una mayor proporciéon de compuestos
orgdnicos en la orina de trabajadores de coque crudo.’®La identificacién de los
diferentes componentes de la fraccién orgdnica en nuestro material se
realizarad en el futuro.

Las DEP han sido profusamente analizadas en la literatura internacional y sus
efectos sobre el tracto respiratorio estdn bien documentados. Por lo tanto las
DEP han sido consideradas como material de referencia. Las DEP son particulas
andlogas al coque crudo en cuanto a sus matrices carbonosas con moléculas
orgdnicas adsorbidas: compuestos nitro-aromdticos en las DEP 'y

benzo(a)pirenos en el coque. *'°
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El andlisis de los efectos /n vivo indica que la instilacion de las muestras A y B
genera aumentos importantes en el nimero total de células y de PMN en el BAL.
Los MA de animales instilados con la muestra A presentan una mayor
sobrecarga de particulas que los MA de animales instilados con B. Esto puede
afectar la depuracion del MP debido a que los MA que fagocitan una gran
cantidad de material tenderian a acumularse en el alvéolo. Esto conduciria a una
ineficiente depuracién aumentando la respuesta inflamatoria.?"

Las muestras A y B generan necrosis celular y activacion de macréfagos
presentes en BAL y estos efectos son mayores en el grupo instilado con B,
indicando una posible influencia de la fraccion orgdnica de B en estas
respuestas. Al respecto, se ha publicado que las DEP y sus compuestos
orgdnicos aislados producen efectos inflamatorios en el tracto respiratorio
atribuidos a las moléculas orgdnicas adsorbidas a la superficie de las mismas. '*°
El pre-tratamiento con DMTU atenda algunos pardmetros inflamatorios sélo en
el grupo instilado con la muestra B, lo que indicaria la participacion de ROS en
estos procesos. Los compuestos orgdnicos adsorbidos serian los agentes
efectores via la generacién de ROS.?'? Este proceso se encuentra vinculado a la
expresién de citoquinas pro-inflamatorias en macréfagos®®y a los efectos
mutagénicos de los compuestos orgdnicos presentes.?* Las ROS pueden
generarse directamente por las particulas, como productos endégenos, o por el
metabolismo de xenobidticos luego de la fagocitosis del MP."”% ®'La matriz
carbonosa se considera un vector de entrada de compuestos orgdnicos a la
célula y la lenta disociacion entre estos componentes contribuye a una
sostenida estimulacién. #*°

Con respecto a la muestra urbana, las imdgenes de MEB muestran que son
particulas de tamafio respirable, carbonosas, constituidas ademds, por
elementos de la corteza terrestre. Los resultados /» vivo obtenidos luego de la
IT de esta muestra indican que es capaz de aumentar el nivel de PMN y 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 administracién sistémica
de DMTU, indicando que otros factores, independientes de ROS, podrian estar
participando.

Estudlios in vitro

En los estudios /n vitro con CFA las fracciones F y C de ambos tipos de carbén
producen activacién de macréfagos y liberacion de mediadores inflamatorios
que podrian 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-a*'® e IL-6.27-%® También se ha detectado un
nivel importante de nitritos luego de la incubacién con particulas F. En
publicaciones previas se describe que estas particulas ejercen una mayor
accién que las C en cuanto a la liberacion de NO y que esto se deberia a
diferencias fisico-quimicas. ?*°

La significativa activacién de macréfagos y la disminucién en la generacién 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.

Con respecto a la muestra urbana se observé que e jerce menores efectos sobre
MA que las particulas de coque. Estudios realizados sobre muestras similares,
pero tomadas en otros lugares de la ciudad de Buenos Aires bajo diferentes
condiciones, han sefialado que los contenidos de MP y de azufre son elevados y
se encuentran por encima de los estdndares internacionales.** Sin embargo
estos valores dependen de la localizacion geogrdfica del muestreo, de la
estacién del afio, de factores meteoroldgicos y de la composicién fisico-quimica
de las muestras. La heterogeneidad del MP urbano es la razén por la cual existe

mucha discrepancia en la literatura en cuanto a la toxicidad de estas particulas.
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En general los ensayos /n vifro no muestran efectos diferenciales notorios
entre los distintos tipos de MP sugiriendo que los ensayos /n vivo en ratones
constituyen un modelo de evaluacién mas confiable. El empleo de lineas
celulares o cultivos primarios de ratén podrian ser indicadores mds sensibles
que los cultivos primarios de MA de rata utilizados en este estudio.

La modulacién de las funciones de los MA por la exposicién a MP /n vitro no ha
podido se correlacionada con las diferentes estructuras y composicion
fisicoquimica de las particulas aqui estudiadas. Si bien los macréfagos han
reaccionado frente al estimulo, estas respuestas no muestran especificidad
para determinada particula 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, ademds de los MA, cuya interaccion contribuye a los efectos

observados /n vivo.



CONCLUSIONES

-Este trabajo demuestra que el MP de origen antropogénico empleado en este
estudio produce efectos pulmonares agudos significativos en animales
experimentales. Estos efectos estdn condicionados por el origen, tamafio, y

composicién fisicoquimica del MP.

-EL MP proveniente de la combustion del carbdn presenta un alto contenido de
cuarzo y de metales. El origen y la composiciéon de las muestras originales,
carbén bituminoso (W Kentucky) y sub-bituminoso (Montana), determinan la
composicién fisico-quimica de las fracciones del CFA obtenidas: el carbdn sub-

bituminoso presenta mayor contenido de azufre y de hierro que el bituminoso.

-Las fracciones de CFA de menor tamafio se caracterizan por su alto contenido
de metales. La fraccién ultrafina presenta ademds un elevado contenido de
sulfato de calcio. Las fracciones de mayor tamafio, no carbonosas, estdn

constituidas por alumino-silicatos.

- El coque constituye MP proveniente de derivados del petrdleo. El material
analizado en este trabajo proviene de zonas aledafias a una coqueria, luego de
una emision accidental. Estd constituido por matrices carbonosas amorfas
(coque crudo) o cristalinas (coque calcinado) y carece de metales. Es conocida

su alta concentracién de moléculas orgdnicas.

-Ambos tipos de MP, de origen y caracteristicas fisico-quimicas muy diferentes

son capaces de generar procesos inflamatorios agudos.

-Los efectos pulmonares agudos del CFA se encuentran intimamente

relacionados con el tamafio de las particulas que lo componen y estdn asociados
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al contenido de azufre, de cuarzo y de trazas de elementos del MP. Las
particulas ultrafinas presentan mayor potencia inflamatoria /n vivo que las finas
0 gruesas provenientes del mismo carbén. Masas iguales de particulas del mismo
tamafio, provenientes de carbones de distinto rango, generan efectos de
distinta magnitud: el CFA proveniente de un carbén bituminoso presenta

efectos mayores que el proveniente de un carbdn sub-bituminoso.

-El coque también e jerce efectos inflamatorios importantes a nivel pulmonar. El
coque crudo ejerce sus efectos, en parte, mediante generacion de ROS. Los
efectos del coque crudo son mds potentes que los del coque calcinado. Las
moléculas orgdnicas adsorbidas a la matriz carbonosa del coque crudo podrian

tener una participacién importante en la generacion de estas respuestas.

-El MP de diferente composicién fisico-quimica y de diferente origen genera /n«-+:-:

vitro respuestas similares. No se han encontrado marcadores especificos que

caractericen a una particula determinada.

-En sintesis, los resultados indican que MP de diferente origen, que ha sido
sometido a diferentes procesos y que posee diferente tamafio y composicion
fisico-quimica, es capaz de generar respuestas inflamatorias importantes en los
modelos bioldgicos estudiados. La presencia de cuarzo, metales y moléculas
orgdnicas presentes en el MP estudiado cumple un rol importante en estos

procesos.

-Dado que el aparato respiratorio constituye la via de entrada de estos
contaminantes al organismo, la inflamacidn inicial constituye sélo el comienzo de
una serie de eventos adversos para la salud bajo situaciones de exposicion
prolongadas a MP. Por esta razdn es necesaria la implementacién de politicas

ambientales que conduzcan a un control mds estricto en las emisiones de MP asi
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como a la generacién de un registro y seguimiento de patologias asociadas a los

mismos en nuestro pais.

-Estos resultados experimentales que analizan efectos inmediatos producidos
por material particulado presente habitualmente en el aire que respiramos,
deben ser considerados en relacion a la calidad del aire en zonas geogrdficas
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: Silvia Evangelina O'Connor A euw S

Director: Beatriz Lucia Molinari

Fecha: 28 de octubre de 2004
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