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RESUMEN

Se sabe que la contaminaci6n atmosferica afecta la salud humana y produce un

aumento de la  mortalidad  y la  morbilidad  por enfermedades  respiratorias.  En  Santiago

de  Chile  es{o  se  manifiesta,  principalmente,  a  las  altas  concen{raciones  de  material

particulado que han generado un problema de salud ptlblica.

Estudiar la  toxicidad  del  MP  es  de  inter6s  porque  puede  determinarse  la  toxicidad

relativa  del  MP  de  Santiago  respecto  a  otras  ciudades.  Tambien  se  puede  eyaluar  la

efectividad de diversas acciones regulatorias.

En el presente trabajo fue implementado un metodo de medici6n de la toxicidad

de ex{ractos organicos de material parficulado tratado con metanol (EOMPTM) usando

ratas,   que  consiste  en  tres  pasos.   Primero,   la  colecci6n  del  material    utilizando  un

muestreador  especial  con  un  flujo  de  30  Iitros  por  minuto,  que  utiliza  espumas  de

poliuretano  para  la  colecci6n  de  material  particulado.  Ademas  es  capaz de  separar  la

fracci6n  gruesa  de  la  fracci6n  tina.  Segundo,  Ia  muestra  de  material  particulado  fue

extrafda y las ratas fueron expuestas a dichos extractos.  Y tercero,  la  respuesta frente

a   EOMPTM   fue  evaluada   midiendo   proteina  total,   LDH   (lactato  deshidrogenasa)  y

conteo  celular en  los  pulmones  de  las  ratas.  EI  m6todo fue  optimizado  para  encontrar

parametros experimentales adecuados usando  una muestra de extractos organicos de

MP  estandar extraido  con  metanol.  Se  encontr6  que  una  dosis  de  1  mg  de  extractos

organicos  de  material  parficulado  estandar extraido  con  metanol  por rata  y  un  tiempo

de  post-instilaci6n  de  24  horas  maximizan  las  respuestas,  Con  estos  pafametros  se

obtuvo  un aumento aproximado  de dos veces  para  los  marcadores  proteinas totales y

LDH;  y  un  aumento  de  4  veces  para  el  marcador  conteo  celular,  al  comparar  ra{as



tratadas y ratas controles.  Finalmente fue evaluada la toxicidad  de extractos  organicos

de  muestras  de  material  particulado  ambiental  de  Santiago  extraido  con  metanol  con

las  condiciones  previamente  optimizadas.  La  instilaci6n  de  estas  muestras  fue  capaz

de  generar  respuestas  t6xicas   para  todos   los   marcadores,   el   potencial  t6xico  del

material fino fue alrededor de dos veces comparado con el material grueso.  Finalmente

se  concluye  que  el  metodo  implementado  es  dtil  para  evaluar  la  toxicidad  pulmonar

producida por EOMPTM ambiental usando ra{as como modelo experimental.



ABSTRACT

lt  is  well  known  that  atmospheric  pollution  affects  human  heal{h  and  leads  to  an

increase  in  mortality  and  morbidity  because  of  pulmonary  illness.  In  Santiago,  Chile,

this has  become apparent mainly due to the high  particulate matter (PM) concentration

which  is creating a big health impact on the people.

By  studying  the  PM  toxicity  is  very  relevant  because  it  can  be  used  to  determine

whether Santiago's  PM  is as toxic as in other cities. Also it can be used to evaluate the

effectiveness of regulatory actions.

In   this   study,   it  was   implemented   a   method   to   measure  the   toxicity  of  organic

extracts  of  methanol  treated   PM   (OEMTPM)  in   rats.  This   method   consists   in  three

steps.  First of all, the PM collection was done using a special sampler that works with a

flow  of  30  litters  per  minute  and  using  polyurethane  foams  to  collect  the  particulate

material.  Furthermore, it's possible to separate coarse from fine fractions. Secondly, the

PM   sample   is   extracted   and   rats  are  exposed   to   it.   And   thirdly,   the   response  to

OEMTPM  was  assessed  by  measuring  proteins  LDH  (Lactate  Dehidrogenase)  and

number of cells  in the rat lungs. The method was optimized to find suitable experimental

parameters  using  organic  extracts  of  a  standard  PM  sample.  We  have  found  that  a

dose  of  1   mg  of  OEMTPM   and  24   hours  as   post  -instillation   time   maximized   the

response.  Taking  into  account  these  parameters,  we  have  obtained  an  approximated

increase of 2 fold to the total proteins and  LDH,  and an increase of 4 fold to number of

cells, when we compared the treated versus  untrea{ed  rats.  Finally,  we  have assessed

the toxicity of ambient samples of OEMTPM collected in Santiago using the parameters

previously  optimized.  The  instillation  of these  samples was  sufficient to  generate  toxic

Xll



response for all  markers  and  the toxic potential  of fine  PM  was  approximately two fold

the   response   produced   by  coarse   PM.   We  have   concluded   that  the  implemented

method is useful to asses the pulmonary toxicity produced  by ambient OEMTPM,  using

rats as experimental model.
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INTRODUCC16N

En   Santiago   de   Chile   como   en   muchas   urbes   en   el   mundo,   el   tema   de   la

contaminaci6n  ambiental  ha  sido  por d6cadas  un  tema  relevan{e.  Es{o  se  debe  a  un

aumento   importante  en   la   emisi6n   de   contaminantes   producto,   principalmente,   del

desarrollo  industrial  y  econ6mico  (CONAMA,  2004).   El  gran  intefes  de  la  poblaci6n

general  y  autoridades  sobre  este tema,  esta  basado  en  los  efectos  en  salud  y  medio

ambiente que produce la exposici6n a estos contaminantes (Morales, 2006).

Contaminaci6n Atmosferica

EI  Material  Par{iculado  (MP)  corresponde  a  las  particulas  en  fase  s6lida  o. liquida

que   se   encuentran   en   la   atm6sfera.   La   clasificaci6n   mss   ampliamente   utilizada

corresponde  al  diametro  aerodinamico.  Una  particula  con  un  diametro  aerodinamico

"X"  se  move fa  en  un  gas  como  una  esfera  de  diametro  "X"  de  densidad  igual  a  un

gramo por centimetro cubico.

EI  Mpio corresponde a  las  particulas con un .diametro  aerodinamico  menor a  10  urn,

mientras  que  el     MP2.5  corresponde  a  las  partfoulas  con  un  diametro  aerodinamico

menor  a  2,5  Lim.  El  intefes  en  estudiar  estas  particulas  viene  dado,  en  parte,  por  el

hecho de que las particulas con  un  diametro menor a  10  tjm  son  inhalables quedando

retenidas  en   las  zonas  alias  (zona  toracica)  y  bajas  del   sistema  respiratorio.   Las

partfculas  que  poseen  un  diametro  aerodinamico  menor  a  2,5  urn,  al  ser  atin  mas



pequeFias   son  respirables  e  ingresan   en  su  totalidad  a  zonas   mss  profundas  del

sistema respiratorio donde se produce el intercambio gaseoso.

Tambi6n,  existen fracciones que corresponden a conjuntos de particulas que tienen

un   tamafio  dentro   de   un   rango   de   diametros.   La  fracci6n   gruesa   contiene  a   las

particulas con un diametro aerodinamico menor a  10  Lim y mayor a 2,5 urn.  En cambio

la fracci6n fina contiene a las particulas con un diametro aerodinamico menor a 2,5  Llm

y mayor a 0,1  urn (Fig.1).



Diinetro Aero dinamico (Hm)

12,5

FIgura  1 :  Cla§ificaci6n  del  material  part]culado  dependiendo  de  su  diametro aerodlnamlco:  Se define la fraccibn
gruesa  como  las  pa"culas  con  un  diametro  aerodinamlco contenldo  entre  10  urn y 2,5  urn y  la  fracci6n  fina  como  las
particulas con   diametro aerodinamico contenido entre 2,5 urn y 0.1  urn
Figura Adaptada desde Luftforurening  med Partikler-et sundhed§problem  (2007) Denmarks Mlljoundersogelser, Aarhus
Univer§itet. forfattemr og  Forlaget Hoveland



EI  MP  tambi6n  puede  clasificarse  de  acuerdo  al  origen,  en  este  sentido  existen

emisiones   naturales   y   emisiones   provocadas   por  actMdades   humanas.   Entre   las

fuentes naturales se destacan los volcanes, los bosques y el rocio del mar.  Las fuentes

de  origen  humano  generan  MP,  mayormente,  debido  a  la  quema  de  combustibles

fosiles.  En este  caso  las fuentes  pueden ser fijas  o  m6viles,  entre  las fuentes fijas,  se

destacan  las  quemas  agricolas,  domiciliarias  y  emisiones  industriales,  como  plantas

generadoras  de  electricidad  y  fundiciones.   Entre  las  fuentes  m6viles  destacan   los

vehiculos a gasolina o diesel, como los emisores mas imporfantes.

Las   emisiones   de   MP,    pueden   ser   primarias   y   secundarias.    Las   emisiones

primarias son  liberadas a  la atm6sfera directamente como  particulas,  mientras que  las

secundarias   son   aquellas   que   se   forman   en   la   atm6sfera   mediante   reacciones

quimicas  a  partir de  precursores gaseosos  emitidos  por las fuentes.  Un  ejemplo tipico

de  emisiones  secundarias  es  el  sulfato  particulado,  que  se  forma  en  la  atm6sfera  a

partir de emisiones de di6xido de azufre gaseoso (Schlesinger y Cassee, 2003).

Contaminaci6n y si[s efectos en la salud humana.

Estudios epidemiol6gicos  hechos en  las  tlltimas decadas  sugieren  un nexo entre el

aumento en la concentraci6n de material particulado con el aumento de la mortalidad y

la  prevalencia  de  enfermedades  respiratorias  en  la  poblaci6n  (Dockery  y  Pope.   Ill,

1994;  Ostro y col.,1996;  Pope,111  y col.,1992).  Existen  casos  extremos que  confirman

estas observaciones, como la "niebla de Londres" producida en lnglaterra en Diciembre



de  1952,  donde se  estima  que  las  concentraciones  de  material  particulado  produjeron

la muerte de alrededor de 4000 personas (Bell y col., 2004).

Se  ha  estimado  mediante  estudios  epidemiol6gicos  que  por  cada   10   ug/m3  de

aumento  en  la  concentraci6n  del  Mpio  atmosferico, la  mortalidad  total  de  la  poblaci6n

aumenta   en    un    10/o,    mientras    que    la    mortalidad    producida    por   enfermedades

respiratorias   aumen{a   en   un   3,4%   (Dockery  y   Pope,   Ill,   1994).   Ademas,   se   han

registrado    asociaciones    que    proponen    la    existencia    de    grupos    humanos    mas

susceptibles  a  la  acci6n  t6xica  del  MP,  como  son  los  nifios  y  los  ancianos.  Tambien

otros  grupos  susceptibles  al  impacto  no  necesariamente  pulmonar  del  MP  son  los

recien   nacidos,   enfermos  diab6ticos  e   hipertensos  (O'Neill  y  col.,   2005;   Ha  y  col.,

2003).

Estas  investigaciones  (Dockery  y  Pope,  Ill,   1994;  Pope,   Ill  y  Dockery,  2006)  han

entregado   evidencias   para   normar   la   concentraci6n   del   Mpio,   MP2,5   y   de   otros

contaminantes.  Por ejemplo,  la   EPA (La Agencia de  Protecci6n Ambiental de  Es{ados

Unidos) posee normas para 7 contaminantes atmosfericos con{enidas en su criterio de

calidad  del  aire  ambiental  (National  Ambient  Air  Quality  Standards  (NAAQS)):   Mpio,

MP2,5,  mon6xido  de  carbono,  plomo,  di6xido  de  nitr6geno,  ozono  y  di6xido  de  azufre.

En   Estados   Unidos   (E.E.U.U.)  la   norma  de  24   horas  de   Mpio  corresponde  a   una

concentraci6n maxima de  150 ug/m3.  El estandar 24 horas de MP2,5 corresponde a una

concentraci6n  maxima  de  35  L]g/m3 y  como  promedio  anual  a  15  ug/m3.  En  Chile  s6lo

esta normado el Mpio  y la norma es la misma que posee E.E.U.U.



Toxicidad del MP

Debido  a los  hallazgos epidemiol6gicos es de sumo  inter6s estudiar los efectos del

MP en un  modelo experimental controlado.  Estudios con humanos en  este sentido son

muy complejos, y es por esto que el uso de modelos animales se utiliza para acceder a

informaci6n cuantitativa sobre el efecto del MP en la salud.

Uso  de  animales  y  evaluaci6n  toxicol6gica..  l.as evaluactior\es tordicol6g.leas er`

animales  son  de  mucha  utilidad  para .aclarar los  mecanismos  involucrados  en  el  dafio

producido al sistema respiratorio por exposici6n al MP.  Por ejemplo, en nuestro pats se

han  utilizado animales de experimentaci6n,  como  ratas,  ratones y perros (Gil y Adonis,

1996;  Gonzalez y col.,  2006; Villarroel y cor.,1999).  La  rata es  un  modelo  ampliamen{e

utilizado  y validado  para  estudios  en  el  sistema  respiratorio.  Entre  sus  ventajas  como

modelo   se   encuentran   la   velocidad   de   reproducci6n,    la   reproducibilidad   de   las

respuestas,  la facilidad  de manej.o y muchas similitudes fisiol6gicas con el ser humano

que  luego  resultan  convenientes  para  extrapolar  las  respuestas  observadas  a  seres

humanos.

La   evaluaci6n   del   potencial   toxicol6gico   del   MP   puede   realizarse   a   trav6s   de

experimentos  /.n  v/'vo  (modelos  animales),  ex  v/.vo  (modelos  de  cultivos  celulares)  e  /.r)

v/.fro.  Los  experimentos  de  exposici6n  a  largo  plazo  son.apropiados  para  representar

mejor  una  respues{a  cr6nica,  usando  comdnmente  un  ambiente  con  concentraciones

elevadas     de     MP.     Los     experimentos     a     corto     plazo,     son     mas     accesibles

metodol6gicamente   y   permi{en   la   evaluaci6n   de   la   toxicidad   de   una   determinada

muestra en un tiempo corto, imitando una respuesta aguda.



Para   las  evaluaciones   /'r]   v/.vo,   existen  variados   m6todos   de  exposici6n   del   MP,

donde  los  mss  comdnmente   utilizados  son  la  instilaci6n  intratraqueal  (Brain  y  col.,

1976)  y  el  uso  de  CAPs  o  Concentradores  de  Particulas  (Ghio  y  Huang,  2004).  La

instilaci6n  intratraqueal  consis{e  en  introducir  una  muestra  liquida  que  contiene  MP

resuspendido,   a   los   pulmones.   Los   CAPs   generan   una   atm6sfera  enriquecida   en

partfculas respirables para el animal, dado que utilizan una camara herm6tica donde el

animal es expuesto de manera aguda o sub-cr6nica (Ghio y Huang, 2004).

Evaluaci6n  experimental  del  potencial toxicol6gico  del  MP: Una aproxjrmacti6n

para  estudiar muestras  atmosfericas  es  acumular MP en  un  sustrato  adecuado,  luego

hacer una extracci6n  con algLin solvente,  despu6s  re§uspenderlo y luego  inyectarlo en

las  vras  respiratorias  de  las  ratas.  La  inroducci6n  del  MP  en  las  vias  respiratorias  se

conoce como jnstilaci6n  intratraqueal.

Efectos   fox/.cos..   Basado   en   evidencia   experimental,   se   ha   descrito   que   la

exposici6n  pulmonar  aguda  y  cr6nica  al   MP  podria  generar  variadas  vias  de  dafio

tisular en distintos 6rganos (Pope y Dockery,  2006) (Fig.  2)`



Efectos Adversos del MP,
sobre diferentes 6rganos

Coraz6n

Funct6n auton6mica
alterada
Susceptibilidad a
arritmia aumentada
Repolarfaci6n cardiaca
a[terada
lsquemia miocardial
aumentada

Tojido vascular

Ateroesclerosis:
progresi6n acelerada de
y desestabilizaci6n de
places
D isfu nci6n endotelial
Vasoconstricci6n e
Hiperfensi6n

Pulm6n

lnflamaci6n
Estfes oxidativo
Progresi6n acelerada y
exacerbaci6n de EPOC*
Slntomas respiratorios
Reflejos pulmonares
activados
Funci6n pulmonar
reducida

lnflamaci6n Slst6mlca
Estfes oxidat]vo

CRP* inci.ementada
Mediadores
proinflamatories
Activaci6n de leucocitos
y plaquetas

Sangro

Reolog ia alterada
Coagulabilidad
aumentada
Partfculas translocadas
Trombosis periferica
Saturaci6n de oxTgeno
reducjda

Cerebro

lsquem ia cerebral
aumenfada

Flgura 2:  Esqu®ma d® loo 6ngance y fon6menco blol6glco8 atoctadce pop la ®xpcolcl6n al mat®rlal partlculado:
La  primera  via  de  contacto  del  MP  por  inhalaci6n  son  lo8  pulmones,  Pope,C.A.,  Ill  and  Dockery.D.W.  (2006).  Health
effects Of fine partioulate air pollution:  Ihes that connect. J. Alr Waste Manag. Assoc. 56, 709-742.
* EPOC:  Enfermededes pulmonares obstructivas cr6nicas.   CRP: Prctelna C- reactive



Entre estas se destacan  la  inflamaci6n  local y el  estr6s oxidativo en  el tejido afectado.

Al  entrar  el  MP  en  el  sistema  respiratorio,  es  comtln  observar  la  aparici6n  de  algdn

marcador o sustancia biol6gica que, como consecuencia del deterioro celular, aumenta

sus  niveles  en  el  sistema.  Para  evaluar  la  toxicidad  aguda  es  comt]n  la  medici6n  de

marcadores   como    la    LDH    (Lactato    Deshidrogenasa).    La    LDH    es    una    enzima
'

citoplasmatica,   que   gracias   a   su   estabilidad   en   el   medio   extracelular,   puede   ser

cuantificada  y  es  un  indicador  de  la  destrucci6n  de  la  membrana  celular  (Grossblatt,

1989).  Cuandct una clula se destruye,  sus componentes citoplasmaticas, entre estos la

LDH,   pueden   detectarse   en   el   medio   extracelular.   Tambi6n   la   determinaci6n   de

proteinas  totales  en  el  medio  extracelular es  un  indicador del  dafio  celular en  el  tejido

pulmonar  (Biologic  Markers  in   Pulmonary  Toxicology,   1989).   Cuando  una  celula  se

destruye  el  contenido  celular  interno,   enriquecido  en  protefnas  es  detectable  en  el

medio   extracelular.      Este   marcador   ha   sido   propuesto   como   una   medida   de   la

permeabilidad  endotelial  pulmonar  en  el  analisis  del  lavado  broncoalveolar  de  ratas

instiladas con Mpio (Li y col.,1997).  En cuanto a la  inflamaci6n,  un marcador adecuado

corresponde  al  conteo  de  la  infiltraci6n  de  c6lulas  totales  del  sistema   inmune  que

migran   hacia   el   pulm6n   (Tzortzaki   y  col.   2007;   Barnes   y  col.   2006).   Debido   a   la

activaci6n    de    la    respuesta    inmune    innata,    leucocitos,    y    mss    especificamente

macr6fagos,  migran  hacia la zona de daFio,  aumentando el ntlmero de celulas totales a

nivel  pulmonar (Li  y col.,1999).

En el caso del es{r6s oxidativo, se ha descrito que el aumento en  los niveles de

marcadores  enzimaticos  como  la  catalasa  y  la  super6xido  dismutasa  en  pulmones  de

ratas expuestas a MP, correlaciona con la infiltraci6n de macr6fagos al tejido pulmonar

(Barnard   y   col.,   1993).   A   nivel   molecular  se   ha   sugerido   que   los   radi.Gales   libres



generados  por  el  estr6s  oxidativo  en  el  tejido  pulmonar  llevan  a  la  muerte  celular,

aumentando la permeabilidad del epitelio  pulmonar (Ayres y col., 2008).

Toxicidad   y   componentes   del   MP:   Se   ha   planteado   que   los   diferentes

componentes del  MP  como  metales,  nitratos y sulfatos  (Ghio y  col.,1997)  producirian

distintas   respuestas   t6xicas   (Kodavanti   y  col.,   1997)   y  se   han   propuesto   posibles

mediadores   moleculares   del   dafio   celular   o   citotoxicidad.   En   es{e   sentido   se   ha

sugerido  que  compuestos,  como  los  sulfatos  y  los  nitratos,  son  poco  reactivos  y  no

producirian  grah  dafio  (Schlesinger y  Cassee,  2003)  mientras  que  otros  compuestos,

como   los   HAPs   (Hidrocarburos   pciliciclicos   aromaticos)   (Adonis   y   Gil,   2000;   Gil   y

Adonis,1996),  y  los  metales  tendrian  una  contribuci6n  directa  en  la  toxicidad  del  MP

(Campen  y col.,  2001;  Kodavanti  y  col.,1998;  Nadadur y  Kodavanti,  2002;  Rice  y col.,

2001;  Adonis  y  Gil,  2000  ).  Experimen{os  que  analizan  el  lavado  broncoalveolar  de

ratas  intratraquealmente  instiladas  con  muestras de  MP  estandar,  indican  una  relativa

importancia   de   metales   como   el   niquel   y   el   vanadio   en   la   toxicidad   pulmonar

(Donaldson y col.,  2003).  Asi  lo  demuestran  ensayos  donde se evaluaron  marcadores

como  la  LDH,  la  NAG  (N-acetil  glucosaminidasa)  y  la  hemoglobina  total  (Nadadur  y

Kodavanti,   2002;   Kodavanti   y   col.,   1998;   Campen   y   col.,   2001).   Los   metales   de

transici6n  ham  sido  propues{os  como  los  principales  causantes  del  daFio  toxicol6gico  a

nivel  celular  en  los  pulmones  y  otros  6rganos  (Wolterbeek  y  col.,  2001).  Estudios  /'n

v/.fro  han  demostrado  una  gran  capacidad  oxidativa  de  iones  de  metales  en  el  MP

(Ayres y col.,  2008).

Ademas  de  la  composici6n,  tambi6n  se  ha  documentado  la  toxici,dad   diferencial

producida   por  material   fino   y  grueso.   A   nivel  fisiol6gico,   el   material   particulado   de
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menor  tamafio  produciria  una  disminucidn  de  la  capacidad  pulmonar  debido  a  que

ingresa   mas   profundamente   en   el   sistema   respiratorio.   En   este   lugar   no   existen

mecanismos  eficientes  de  limpieza  pulmonar  (Lippmann  y  col„  1980;  Hinds  1998)  y

justamente es donde se realiza el intercambio gaseoso.

Situaci6n de Santiago

Santiago se emplaza en una cuenca delimitada geograficamente por la cordillera de

la costa al  poniente,  la angostura de Paine al sur,  el cord6n de Chacabuco al norte y la

Cordillera de Los Andes al oriente,  las que obstaculizan la dispersi6n de contaminantes

a{mosfericos.    Por    otro    lado,    la    al{a    emisi6n    de    contamjnantes    y    fen6menos

climatol6gicos  como   la  vagtlada   costera  y  la  inversi6n  termica   hacen  de  la  capital

Chilena   una   de   las   ciudades   mss   contaminadas   del   mundo   (World   Bank,   2007).

Ademas, la explosion demografica y el aumento sustancial de las actividades humanas

e  industrializadas,  han  aumentado  las  emisiones  de  contaminantes  a  la  atm6sfera  en

las tlltimas d6cadas (CONAMA,  2004).

Mortalidad   y  morbilidad   en   Chile..  En  Chile  se  nan  reg.istraclo  asoctactior\es

epidemiol6gicas  entre  la  concentraci6n  del  MP  y  la  mortalidad  en  la  poblaci6n.  Para

Santiago se h: estimado que  por cada  10  ug/m3 de  aumento  en  el  Mpio  la  mortalidad

total  aumenta  en  un  0,7%,  mientras  que  la  morialidad  producida  por  enfermedades

respiratorias  aumenta  en  un  1,3°/o  (Ostro  y  col.,1996).  Cakmak  y  col.  (2007)  en  un

estudio  realizado  en  Santiago  de  Chile,  encon{r6  un  aumento  en  la  mortalidad  diaria

11



estadisticamente  significativa  para  variaciones  de  10  ug/m3  de  Mpio  en  meses  frios,

mientras que para meses de verano, no se observaron dichas relaciones (tabla  1).

Tabla  1 :  Poblaci6n, mortalldad dlarla y concentraclones ambientales de  contaminantes  (ppb)  por ublcaci6n  de
la estaci6n de monitoreo.

Concentracio nes promedlo
de contamlnantes

Reglon           POP:aoc5;6n   acc#dueen#=,Sesn?a,a  cars,Uaec==?a,a  re#)=d=:a==ras       (uMgF#)            03           S°2            C°_

Las Condes
Cerrillo§

E' Bosque
La  Florida

lndependencia
Santiago Cenlro
Pudahuel

65.02             135,52         9,12
84.81              92,94          12.92

86.41               88,02          14,27
90,22              112,19           13,1

78,58             89,64         34,06
82.6               101,72          13,5

91,38              84,94          9,79

Promedio                        53,70a                    69.69b                         19.218                    8.38a 84,88b            100.13b      14.08t'            1.29b

a Ntimero total sumando los §lete centros urbanos. b Promedio concenlraci6n de contaminantes ponderado por   poblaci6n

Cakmak,S..   Dales.R.E„   and  Vidal,C.B.   (2007).  Alr  pollution  and   mortality  in   Chile:  susceptibility  among  the  elderly.
Environ. Health Perspect.  775. 524-527.
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Tambi6n,    se   han   registrado   asociaciones   significativas   entre   el   aumento   en   la

concentraci6n  de  las  fracciones  fina  y  gruesa,  y  la  mortalidad  no  accidental  diaria  en

Santiago (Cifuentes y col., 2000).

Adicionalmente   es   sabido   que   el   MP   afecta   a   grupos   susceptibles   en   mayor

proporci6n.  Se  han  hecho  mediciones  epidemiol6gicas  que  relacionan  el  aumento  del

MP   con   un   aumento   de   las   visitas   m6dicas  y  los   diagn6sticos   de  enfermedades

respiratorias   en   nif`os   (Ostro   y   col.,   1999;   Pino   y   col.,   2004;   Potts   y   col.,   2008).

Tambi6n   se   han   encontrado   relaciones   muy   estrechas   entre   el   aumento   de   la

mortalidad   en   personas  ancianas   y  el   aumento  en   la   concentraci6n   del   Mpio  en

Santiago (Cakmak y col., 2007).

Respec{o a las regulaciones, en Chile se encuentra  normado s6lo el Mpio,  la norma

es  la  misma  que  utiliza  USA,   pero  es  sobrepasada  frecuentemen{e.   Sin  embargo,

respecto  al  MP2.5  no  existen  normativas  vigentes  a  pesar  de  que  ha  demostrado  ser

una de las fracciones mas t6xicas (Pino y col., 2004;  Schins y col.,  2004,  llabaca y col.

1999).

Ev/.c/enc/.a  fox/.co/6g/.ca..  En  Chile  se  han  establecido  relaciones toxicol6gicas  que

asocian   las   exposiciones   al   MP   con   el   riesgo   de  contraer  cancer.   Esto   se  debe

parcialmente   a   los   HAPs   (Hidrocarburos  Aromaticos   Policiclicos)   presentes   en   las

emisiones   antropog6nicas,   que   tienen   la   capacidad   de   interactuar  con   el   ADN   y
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producir    mutaciones    (Adonis    y    Gil,    2000).    Estos    estudios    utilizan    organismos

procariontes y eucariontes para evaluar la toxicidad del  MP (Gil y col.  2003).

En  los  dltimos  afios  se  ha  documentado  que  el  MP  tambi6n  podria  fomentar  la

incidencia y agudizaci6n de enfermedades que tienen otros origenes fisiol6gicos,  como

son las enfermedades que alteran el funcionamiento respiratorio a traves de causas no

mutagenicas.   La  deposici6n  de  particulas  en  las  vias   respiratorias   resultaria   en   la

liberaci6n  de  mediadores  inflamatorios  y  en  el  aumento  de  las  especies  reactivas  de

oxigeno  que  estimulan  la  liberaci6n  de  factores  inflamatorios  sistemicos    (Godleski  y

col„   2000;   Tao   y   col.   2003).   Tambi6n   se   ha   observado   una   agudizaci6n   de   los

sintomas   en   enfermedades   que   involucran   procesos   inflamatorios   como   el   asma,

durante  periodos  de  alta  concen{raci6n  de  MP  (Pino  y  col.,  2004;  Bell  y  col.,  2006;

Potts y col. 2008;  Mackenney y col. 2005).

Necesidad de  realizar una evaluaci6n toxicol6gica en  Santiago: Er\ Sanifego,

la   contaminaci6n   del   aire   es   un   problema   que   afecta   a   millones   de   personas.

Actualmente s6lo  se miden  diferentes  contaminantes  como  NOx,  C02,  S02,  03 y entre

ellos   Mpio  y  del   MP2.5   (Red   MACAM).   Adicionalmente,   investigadQres  chilenos  han

caracterizado  quimica  (Prendez y  col.1984;  Toro  y  Cortes  1997)  y  biol6gicamente  el

MP (Adonis y Gil,  2000), en sistemas in vitro e in vivo (Gil y col.  2003)

Es  necesario  desarrollar modelos  para  evaluar en  forma  directa  el  potencial  efecto

en  salud  que  genera  la  exposici6n  al  MP,  y  tambi6n  determinar  que  fracciones  y
.

componentes    son    los    mas    nocivos    a    nivel    pulmonar    agudo.    En    esta    tesis

implementamos un  metodo que  permiti6 evaluar (i) la toxicidad  /.n v/.vo en  ra{as de una

muestra  control  de extractos organicos de MP tratado  con  metanol  (EOMPTM) y (ii)  la
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toxicidad  de  muestras  de  extractos  de  MP  a{mosferico  tratado  con  metanol  tomadas

del   aire   de   Santiago.   Este  trabajo   consisti6   en   montar  y  evaluar  marcadores   de

toxicidad  del sistema  respiratorio de ratas expuestas a  extractos organicos de material

particulado  tratado  con   metanol   (EOMPTM),   ademas  de  establecer  un   metodo  de

colecci6n,   concentraci6n   y  administraci6n   de   estos   extractos.   Parametros   simples

como  el  dafio  celular y  la  infiltraci6n  celular fueron  monitoreados  en  los  pulmones  de

animales  expuestos  a  EOMPTM.   Por  tlltimo,   Ios  efectos  t6xicos  e  inflamatorios  de

extractos   de   la   fracci6n   gruesa   (MP2.5.io)   versus   la   fracci6n   fina   (MPo.1_2.5)   fueron

comparados a partir de mues{ras del aire de Santiago.

El  objetivo  de  esta  tesis  consiste  en  el  desarrollo  de  metodos  para  determinar  la

toxicidad de  uno de  los principales contaminantes atmosfericos,  el  material  particulado.

Dada  la  amplitud  del  tema,  en  esta  introducci6n  se  presentaran  antecedentes  sobre

aspectos generales del material particulado, evidencias epidemiol6gicas y toxicol6gicas

acerca  de  la  acci6n  del  material  particulado  en  la  salud  y finalizara  con  antecedentes

de la ciudad de Santiago y la necesidad evidente de realizar este tipo de estudios.
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HIP6TESIS

La   instilaci6n   intratraqueal   de   extractos   de   material   particulado   fino,   tratado   con

metanol,   proveniente  del  aire  de  Santiago  produce  una   respuesta  pulmonar  t6xica

aguda medible en ratas.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estandarizar   una   metodologia   para   medir   la   toxicidad   pulmonar   aguda   en   ratas

ins{iladas   con   extractos  organicos  de  material   particulado  atmosferico  extraido  con

me(ano].



Objetivos especificos

- Determinar los  pafametros 6ptimos  para  la  medici6n  de  una  respuesta t6xica  a  nivel

pulmonar   en   ratas,   de   una   muestra   de   material   particulado   estandar   comercial,

midiendo marcadores de toxicidad e inflamaci6n.

-   Determinar   el   tiempo   de   post-instilaci6n   6ptimo,   para   detectar   una   respuesta

significativamente mayor en  ratas expuestas a extractos organicos de MP tratados con

metanol que en ratas controles.

-  Determinar  la  dosis  de  extractos  de  material  particulado  tratados  con  metanol  para

obtener  una  respuesta  significati-vamente  mayor  que  las  ratas  controles  en  un  rango

lineal.

-  Mon-tar  un  metodo  que  permita  colectar  material  particulado  en  EPUs  usando  un

muestreador que obtiene la fracci6n tina y gruesa separadamente.

-  Evaluar  el  metodo  de  colecci6n  de  MP  y  de  medici6n  de  la  respuesta  t6xica  de

extractos de MP tratados con metanol en ratas, comparando dos muestras ambientales

de naturaleza distinta colectadas en Santiago.
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MATERIALES Y METODOS

Aproximaci6n general

Para  evaluar la  toxicidad  producida  por los  extractos  organicos  de  MP  tratado  con

metanol  (EOMPTM),  fueron  efectuados  dos acercamientos experimentales.  El  primero

consisti6  en  la  implementaci6n  del  metodo,  donde  se  op{imizaron  las  variables  que

permitieron   encontrar  una   respuesta   medible   en   ratas   tratadas   con   una   muestra

estandar comercial de  extractos de MP.  Despues, conociendo las variables adecuadas

para la puesta en marcha de los experimen{os, fueron evaluadas muestras ambien{ales

obtenidas  en  Santiago,  en  esta  etapa,  ademas  fueron  efectuados  experimentos  de

colecci6n y extracci6n de muestras desde el aire de la capital (Fig 3).
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Extracci6n
Muestra                   >            con

metanol

I Sacrificio

- E#%;ec:i: -

Periodo de
tiempo

Lavado

Pesaje de
MP

exiido

Instilaci6n   <                 Resuspensi6n
intratraqueal                   en Nacl (O,9%)

LDH

(toxicidad)

roteinas totales
(toxicidad)

lnfiltraci6n celular

(inflamaci6n)

Figura  3:  Pa§os  experimentales  en  la  preparaci6n  de  muestras  de  MP  y  su  instilaci6n y  analisi§  en  ratas.  El
esquema  resume  los  pasos  necesan.os  para  la  obtenci6n  de  muestras  y  la  realizaci6n  de  ensayos  toxicol6gicos  en
ratas.  EI  primer paso  experimental  fue  obtener la  muestra  de  MP.  Luego  el  MP  fue  extraido  desde  el  sustrato  usando
metanol.  De§pu6s de evaporarse el  metancil,  el  MP fue resuspendido  en  Nacl 0.9%, y esta soluci6n fue lnstilada  en  los
pulmones  de  las  ratas.  Las  ratas  con  el  MP  en  sus  pulmones  fueron  sacrificadas  y  desde  el  lavado  broncoalveolar
fueron evaluados marcadores de toxicidad e lnflamaci6n.
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Descr/.pc/.6n de /a muesfra con fro/.. La muestra estandar corresponde al Standard

Reference  Material®  2975  Diesel  Particulate  Matter  (Industrial  Forklift)  del  NIST.  Esta

muestra   contiene   material   particulado   colectado   desde   el   tubo   de   escape   de   un

vehiculo  diesel  liviano.  El  material  particulado  de  las  emisiones  diesel  se  caracteriza

por su pequefio {amafio (MP2.5) (Mauderly,  2001)

Descripci6n  de  los  sustratos  de  colecci6n  (Espumas  de  poliuretano  EPUs)..

La   espuma   de   poliuretano  fue   escogida   como   sustrato   de   retenci6n   del   material

particulado debido a que es un material inerte que no interacciona qufmicamente con la

muestra    colectada,    (Fig.    4).    Las   unidades   de    EPUS    fueron    instaladas    en    un

muestreador Tox Sampler y el muestreo fue realizado entre el 25 de Junio del 2008 y el

2 de Julio del 2008 en las dependencias del Centro  Mario Molina ubicado en  la Ciudad

Empresarial, Huechuraba, Santiago.
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Flgura  4:   EPue  con  MP  colocfado:   la  eapuma  de  poliuretano  (EPU)  e8  un  matenal  lnerte.que  no  interact`la
qufmicamente con  el materral  particulado colectado. A) Una  EPU  que colecta   MP mayor a  10  urn,  Iimpio.  a) Una  EPU
que colecta  material particulado 9rueso MPz,6.io. C) Una EPU que colecta fa fracci6n tina MP o,i&5.
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Descripci6n   del   muestreador..   El   muestreador   (Tox   Sampler)   (Fig.   5A   y   8)

(Demokritou  y  col,  2004)    consta  de  3  partes:  el  tripode  que  actua  como  soporte  del

sistema,   la   bomba   que   genera   un   flujo   de   aire   de   40   litros   por   minute   y   los

impactadores  en  cascada  (Fig.  5C),  que  permiten  colectar material  particulado.  Estos

tiltimos  permiten  obtener  separadamente  en  distin{as  EPUs  material  particulado  de

radio aerodinamico mayor a 10 micr6metros (MP >  10), material particulado grueso que

posee  un  radio  aerodinamico  entre  10 y 2,5  micr6metros (MP2,5_io) y la fracci6n fina  del

material   particulado  que  posee  un   radio  aerodinamico  entre  2,5  y  0,1   micr6metros

(MPo',-2,5).

i/.mp/.eza  de  /as  EPUs..  Las  EPUs  o  sustratos  fueron  limpiadas  imitando  una

extracci6n  de  MP  y  manipuladas  solo  con  pinzas.  La  limpieza  fue  efectuada  con  dos

solventes,  primero con agua nanopura y luego con metanol.

Los  materiales  de  limpieza  fueron  lavados  con  metanol  para  no  contaminar  las

EPUs.  Los  materiales  ocupados  fueron  pinzas  sin  borde  dentado,  tijeras  de  acero  y

material de vidrio.

El primer lavado fue realizado en agua nanopura efectuando sonicaciones sucesivas

de  60  min,  15  min  y  15  min.  Entre  cada  sonicaci6n  las  EPUs  fueron  saturadas  con

metanol debido a que este solvente es capaz de embeber comple{amen{e la superficie

del  sustrato.  EI  segundo  lavado  fue  realizado  con  me{anol  efectuando  sonicaciones

sucesivas de 60 min y 15 min.  Luego de estos pasos, Ias EPUs fueron secadas a 37°C

y guardadas a temperatura ambiente en oscuridad.
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Fl9ura 5:  Imagen esquomatica dol mucotoador ®n cascade iltlllzado:  EI muestreador que fue usado, po8ee come
parte8  fundamentale8  la8  8igulentes:   las  etapae  de  colecci6n  del   MP  que  son   la8  encarg8das  de  separar  el  MP
dependiendo de Su tamaho,  el trlpode que es la estructura encargada de dar soporte al muestreador y fa  bomba que
genera   un  flujo  de   aire  con8tante  que   pace   per  las  efapas   de  ooleccl6n   del   MP.   A)  So  observan  log  diversos
componente8 del muestreador quo utiliza lae EPUS como el 8u8trato de colecei6n del material pertieulado.  El sentido del
flujo de aire esta  lndlcado con flechas  (Chemical vol guidance 2004).  8)  Le fctogTafla del  muestreador in8taLado en  las
dependenciae del Cenfro Maria Molina.  C) Les etapas de colecct6n del MP.
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Extracci6n   de   muestras   de   material   particulado   atmosferico:   E:I  MP  +ue

extraido con metanol desde las  EPUs.  Para las muestras de Diesel se sigui6 el  mismo

protocolo de extracci6n de las EPUS.

Los   EPUs   conteniendo   MP  fueron   retirados   del   muestreador  despues   de   una

semana y colocados en una placa de petri cubierta con papel aluminio.  Posteriormente

se  dejaron  en  condiciones  ambientales  durante  24  horas,  sin  tapa,     luego  dejadas

ambientar  durante  24  horas  (sin  tapa).  La  humedad  o  la  p6rdida  de  material  volatil

pueden  ser  factores  de  variabilidad  en  los  pesajes  efectuados,  ya  que  las  EPUs  no

fueron   dejadas  en  desecadores.   El   contenido   de   MP   en  cada   EPU  fue  estimado

pesando  las  EPUs  antes  y  despu6s  de  la  colecci6n  de  MP.    Una  vez  pesadas,  las

EPUs   fueron   cortadas   con   tijeras   limpias,   y   los   trozos   fueron   resuspendidos   en

metanol.  Las  EPUs  resuspendidas  en  metanol  fueron  sonicadas  en  un  sonicador  de

baFio (50/60 Hz), Astrasonic Ultrasonic Cleaner, durante 30 minutos, a una {emperatura

inferiror a 30°C. Transcurrido el tiempo de sonicaci6n,  el  MP  resuspendido en metanol

fue  dejado  en  oscuridad  durante  el  tiempo  necesario  para  evaporar  todo  el  solvente

(apoximadamente 24 horas).  La perdida de  materia organica  podria ser parte del error

en  la evaluaci6n de la oxicidad aguda.  Luego las  EPUs extraidas fueron guardadas en

placas de petri en oscuridad a -80° C para posibles extracciones futuras.

EI  MP  extraido  desde  la  EPU  fue  pesado  en  el  vaso  de  precipitado.  EI  MP secc) y

pesado  en  el  vaso  de  precipitado  fue  resuspendido  en  NacI  0,9%    hasta  alcanzar  la

concentraci6n  requerida.  Una  vez resuspendida,  la  muestra  fue  cubierta  con  papel  de

aluminio y congelada a -80°C hasta el dia del experimento.
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Evaluaci6n de la toxicidad del MP en ratas

Descripci6n del modelo de estudio.. Se ul]il.izaror\ F`atas Sprague Dowley machos

de   aproximadamente   9   semanas   que   pesan   en{re   250   y   270.   Las   ratas   fueron

alimentadas  con  pellet  y  agua  ad /i.bt.fun.  Ademas  el  peso  del  animal  fue  registrado

previo a su utilizaci6n.

Instilaci6n   de  los  extractos  de   MP:  Las  ratas  fueron  ar\estes.iadas  usando

isofluorano  al  50/o,  mantenidas  con  oxigeno  durante  tres  minu{os  con  una  presi6n  de

1,5  mmHg  en  un vaporizador de uso veterinario  (Table Top  Laboratory Animal System

901806 and Mobile Laboratory Animal anestesia System 901807/901809; VetEquip,  lnc

Rev.0703),   y  luego   las   ratas  fueron   posicionadas   de   manera  vertical   e   instiladas

in{ratraquealmente via oral con extractos de MP en diferentes dosis  para determinar la

dosis 6ptima con la ayuda de una canula de punta  redondeada de medidas 22 G,  3',  1

%  mm  bola  Poper and sons.  En todos los experimentos se agreg6 un volumen total de

0,5 ml  por rata.

La  visualizaci6n  de  la  traquea,  via  oral,  fue  hecha  usando  una  lampara  de  alta

potencia, que no calienta la zona iluminada.  Para asegurar la introducci6n traqueal y no

esofagica de la soluci6n,  se realiz6 una instilaci6n de prueba con azul de tripan (Fig.  6).

Como   control,   los   pulmones   fueron   tefiidos   de   un   color   azulado   inmediatamente

despu6s del momento del sacrificio.
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Flgura a:  lngroeo do una 8oluc]6n do azul d® thpan a loo  pulmonee modlanto la  lrtst]Iacldn  ]ntratraqueal.  Para
validar la comecta entrega del MP a lee pulmone8 de fas rates,  una sofuci6n de 5 ml de azul de tripan a,4% fue instilada
intratraquealmente  en  iina  rata  anestestada    lnmediatamerte  de8pu68,   Ia  rata  fue  sacrificada  para  examiner  sue
pulmones.  Coma se observe en la figure,  lo8 pulmones fueron tenidos de color azul debido a la presencia del colorante,
validando a8l el ingre8o de lag solilctones al sistema resplratorio.
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Lavado bror}coa/veo/ar.. Transcurrido el tiempo pc>st-instilaci6n (12, 24 o 48 horas)

las ratas fueron anestesiadas con  1  Lil de la mezcla ketamina (100 mg/ml) / xilazina (20

mg/ml),   en   proporciones   2:1   por  cada  gramo   de   peso   del   animal.   Luego   la  zona

abdominal  fue  cortada  en  forma  de  U,  generando  un  delantal  en  el  abdomen  del

animal,    que    posteriormente   fue   desplazado    hacia   arriba.    Luego    el   animal   fue

exanguinado  por  la  aorta  a  nivel  abdominal  y  la  traquea fue  sos{enida  con  una  pinza

para exponer la cavidad tofacica hasta observar los pulmones y el coraz6n.  Una canula

de  punta redondeada fue introducida por la boca hasta la traquea,  luego la traquea fue

ligada  con  la  canula  en  su  interior.  Los  pulmones  fueron  insuflados  con  5  ml  de  Nacl

0,9  %  utilizando  una  llave  de  tres  pasos  para  evi{ar  la  p6rdida  de  fluido.  Luego  de  1

minuto,   un   volumen   similar   o   inferior   de   soluci6n   salina   enriquecida   en   extracto

pulmonar fue recuperado.  Posterior al es{udio de optimizaci6n de lavado,  se realizaron

3 lavados por rata para el resto del estudio.  Cada lavado fue analizado separadamente

para     determinar     la     concentraci6n     de     proteinas,     el     contenido     de     Lactato

Deshidrogenasa y de c6lulas totales.

/nf/./rrac/.6r]   Ce/u/ar..  Los  FLBA  obtenidos  fueron  agitados  vigorosament?  en  un

vortex,  y  luego  una  alicuota  de  20  ul  fue  extraida  y  mezclada  con  20  ul  de  azul  de

{ripan.  La  soluci6n  fue  observada  al  microscopio  6ptico  en  una  camara  de  Neubauer.

La  infiltraci6n  celular  total  fue  expresada  en  104  c6lulas  por  ml,  y  calculada  como  la

media ari{m6tica entre los tres conteos provenientes de los FLBA.
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Preparaci6n   de   muestras  pare   mediciones  enzimaticas  y  prcteicas:  Las

muestras  de  los  FLBAs fueron  centrifugadas  a  3000  revoluciones  por minuto  (r.p.in.),

durante   5   minutos.   Del   sobrenadante   fueron   extraidos   1000   ul,   los   que   fueron

centrifugados  nuevamente  a  10.000  r.p.in.,  durante  5  minutos.  Desde  este  segundo

sobrenadante  fueron  colectados  900  ul  y  congelados  a  -80°C  para  los  posteriores

analisis de concentraci6n de proteinas y actividad de LDH

Para   determinar   la   concentraci6n   de   proteinas   totales   fue   usado   el   kit   BCA

(Thermos  BOA  Protein Assay  Kit cat:  23225).  Una  muestra  estandar de  seroalbumina

de  bovino  (BSA) de  concentraci6n  conocida fue empleada  para  generar una  curva  de

calibraci6n.    Las   concentraciones   de   proteinas   fueron   determinadas   midiendo   la

absorbancia a 562 nm.  La cantidad total de proteina fue determinada como el cociente

entre la suma de la  cantidad de  proteina (Llg) encontrada en  los 3  FLBAs y el volumen

total (LIl) de los  3  FLBAs.

Para  la  determinaci6n  de  la  actividad  LDH   fue  utilizado  un  kit  comercial  (Biovision

LDH   citotoxicity   assay   cat:   K311-400).   Debido   a   la   carencia   de   un   estandar,   los

resultados    fueron    expresados    en    unidades    arbi{rarias,    correspondientes.   a    la

absorbancia por ml determinada en un tiempo fijo de reacci6n de 30 minutes.  Por esta

raz6n fueron  utilizados 50  L]l de  la  mezcla de soluciones disponibles en el kit,  mss 20  Lil

de  las  muestras.  La  concentraci6n fue determinada  en  Unidades Arbitrarias  (U.A.)  por

ml  usando  un  espectrofot6metro  capaz  de  leer  placas  de  ELISA  de  96  pocillos,  y  la

absorbancia a 490 nm.  La cuantificaci6n total de la LDH fue calculada como el cociente

entre  la  suma  de  la  absorbancia  (U.A..)  encontrada  en  los  3  FLBA  y  el  volumen  total

(ml) de los 3 FLBA.
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Disefio experimental:

Para   cada   experimento   independiente,   Ias   ratas  tratadas  y  las   ratas   controles

(tratadas con Nacl 0,90/o) fueron sacrificadas simultaneamente. Ademas,  los promedios

y  errores  estandar  fueron  calculados  para  cada  tratamiento.  Primero,  la  cantidad  de

material   particulado   a   instilar   por  rata  fue   optimizada   efectuando   curvas   de   dosis

respuesta  con  un tiempo  de  post-instilaci6n  constante.  Luego  el tiempo  post-instilaci6n

fue  optimizado  manteniendo  constante  la  dosis  escogida  en  el  experimento  anterior.

Finalmente,   la   respuesta   de   muestras   atmosfericas   colectadas   en   Santiago   fue

evaluada ocupando los parametros optimizados (Tabla 2)
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Tabla 2:  Dlsefio experimental

Experimento Tipo Descripci6n Grupos

1

Preliminar
Elecci6n del ntlmero 2 grupos: Ratas tratadas con 3 mg de

de lavados a DS (N= 2) y 2 ratas controles (N= 2).
efectuar por rata Tiempo post-instilaci6n de 24 horas

2 Optlmizaci6n Curva de Dosis-

4 grupos: Ratas tratadas con 0,5 mg de
DS (N= 6), tratadas con  1  mg de DS

(N= 24),tratadas con 3 mg de DS (N=
5) y ratas controles, tratadas solo con

respuesta Nacl 0,9% (N= 30). Tiempo post-
instilaci6n de 24 horas

3 Optimizaci6n
Tiempo post-

3 grupos: Ratas tratadas con tiempos
de post-instilaci6n de 12 horas (N= 6),

instilaci6n 24 horas (N= 24) y 48 horas (N= 4).
Dosis de  1  mg de DS por rata

4 Muestras
Determinar la

2 grupo§: Ratas tratadas con el
volumen extraido desde una EPU

inocuidad de las Iimpia (N= 4) y ratas control, tratadas
ambientales EPUs con Nacl 0,90/o (N= 30). Tiempct de

post-instilaci6n de 24 horas

5 Muestra§

Evaluar la toxicidad 3 grupos: Ratas tratadas con la
de la fracci6n fina y fracci6n gruesa (N= 3 ),tratadas con la

la fracci6n fracci6n fina (N= 4   ) y ratas control,
ambientales gruesa en muestras tratadas con Nacl 0,9°/a (N= 30). Dosis

atmosfericas de de 1  mg  por rata y tiempo de post-
Santiago. instilaci6n de 24 horas

Experimer`tos   de   optimlzaci6n   y   de   analisis   de   mue§tras   ambientales   fueron   realizados   en   este   trabajo.   Los
experimentos  de  optimizaci6n  fueron  realizados  para  ajustar  las  variables  que  lnfluyen  en  la  determinaci6n  de  lina
respuesta   t6xica   signlficativa   en   los   pulmones   de   las   ratas.   Los   experimentos  de  muestras   amblentales   fueron
realizados para determinar la toxlcidad causada por muestras de MP atmcisferico colectado en Santiago.
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Analisis de datos y estadistica

Para  determinar  las   posibles  diferencias  significativas  entre  tratamientos  fueron

usados  dos  test  estadisticos  principalmente.  La  T de  student  no  param6trico  (test  de

Mann Whitney) con dos colas,  para la comparaci6n de dos grupos y el test ANOVA no

parametrico  (test  de  Krustal  Wallis),  para  la  comparaci6n  entre  tres  o  mss  grupos.

Debido  al  bajo  ndmero  de  mediciones  en  cada  grupo,   no  fue  posible  suponer  una

distribuci6n  normal  por lo que  utilizamos test no parametricos.  En todos  los gfaficos  los

promedios y el error estandar fueron presentados, excepto que se indique lo contrario.
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RESULTADOS

El  objetivo  inicial  de  este estudio fue definir las condiciones  6ptimas de  medici6n  de

la  toxicidad  del  MP  en  ratas,  instiladas  con  extractos  de  MP.  Fueron  evaluados  dos

variables   para   obtener   una   respuesta:   (i)   La   variable   cantidad   de   MP   instilado

(evaluaci6n  dosis  respuesta)  y  (ii)  la  variable  tiempo  post-instilaci6n,  que  corresponde

al  tiempo  que  el  MP  yace  en  los  pulmones  hasta  el  sacrificio  de  las  ratas  y  posterior

analisis del tejido.  La respuesta producida por muestras atmosfericas de material fino y

material  grueso fue  evaluada.  Todas  las  magnitudes  de  las  respuestas  de  los  grupos

de  ratas  tratadas  en  los  experimentos  preliminares,  de  optimizaci6n  y  de  muestras

atmosfericas se encuentran detalladas  en  la Tabla 3.  En  esta tabla se  puede observar

la   magnitud   de   los   marcadores   analizados   al   ajus{ar   la   dosis   y   el   tiempo   post-

instilaci6n,  la  maxima  respuesta  en  un  rango  lineal  fue  observada  al  utilizar  1  mg  de

extractos de  MP y 24  horas  como  tiempo  post-instilaci6n.  Ademas  se  piiede  observar

la mayor toxicidad producida en ratas tratadas con material particulado a{mosferico fino

versus ratas tratadas con material particulado atmosferico grueso.
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Rendimiento de extracci6n:  Con los valores de el peso del  MP en la  EPU y el peso del

MP  en  el  vaso  de  precipitado  fue  posible  obtener  un  porcentaje  de  rendimiento  de

extracci6n  que  fue  calculado  como  (MP  en  la  EPU  / MP  en  el  vaso  de  precipitado)  x

100.  Todas  las  mediciones  fueron  hechas  cinco  veces,  y  con  esto  ob{uvimos  el  error

involucrado en cada pesaje (Tabla 4).

Tabla 4: Pesos y rendlmientos al extraer el MP

Fracci6n de MP
MP obtenido MP extraido desde Rendimiento de

en  EPUs (mg) Ias EPUs (mg) extracci6n (%)

PM  >  10 1.44 1,34 93,1

2,5 <  PM  <  10 4.82 3.34 69,3

0,1  < PM < 2,5 9,50 8,64 90,9

El  sustrato  de  colecci6n  del  MP  (EPU)  fue  pesado  limplo,  para  luego  obtener  el  peso  del  sustrato  s6lo.  Tambien  fue
pe§ado con  el  MP  para obtener el  peso del sustrato con la  muestra.  Para obtener la  canlidad de  MP  colectado,  ambo§
pe§o§  fueron  sustraidos.   Luego  el  MP  fue  extraido  u§anclo  metanol.  y  pesado.   Entre  las  cantjdades  colectadas  y
extraida§, fue obtenldo el rendimiento de extracci6n pre§entado en la tabla.
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Opt/.in/.zac/.6n  de nt7mero  de /avados.. Prjmero cuantificamos  la ac{ividad del  LDH en

dos  ratas  tratadas  durante  24  horas  con  3  mg  de  extractos  organicos  de  DS  tratado

con  metanol  y  dos  ratas  controles  tratadas  con  Nacl  0.9%.  S6lo  fueron  apreciadas

diferencias  respecto  a  los  controles  entre  el  primer,  segundo  y tercer lavado.  Entre  el

cuarto y s6ptimo  lavado,  no fueron observadas  diferencias  notables,  definiendo  asi  un

total de tres lavado por rata (Fig.  7).

liiiiiiiiiiiiiiiiiE

_3I

0`````

---a--- Rata Control (Nacl 0.9%)

---o--- Rata Control (Nacl 0.9°/o) duplicado

- F`ata tratada (DS 3 mg/ml)

a=2aI -Rata tratada(DS 3 mg/ml) duplicado

``o.--,.-_---®-,-._
10 0`````:::::::::::-_

•.-ro------

1234567
Lavado

Flgura 7: Oplimizacl6n del ntlmero de lavados broncoalveolares.
Diferenclas  notables.  no  significativas,  para  el  marcador  LDH  fueron  observadas  entre  ratas  tratadas y  ratas  controles
s6lo  para  los  3  primeros  lavados sucesivos.  Desde  el  cuarto  al  septlmo  lavado,  las Tatas controles y las  ratas  tratadas
eritregan respuestas.muy parecldas y de baja amplltucl donde no fueron observadas diferenclas.
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Dosis respuesta, cantidad de MP instilado: Cuatro grupos de rates fueron

comparados y tratados con cantidades de extractos organicos de DS tratado con

metanol   de 0 mg (N=30);  0,5 mg (N=6);  1  mg (N=24)  y 3 mg (N=5) por un tiempo de

post-instilaci6n de 24 horas (Fig. 8). Luego de realizar los lavados broncoalveolares,

fueron analizados los niveles de LDH, Ia concentraci6n de proteinas totales y la

infiltraci6n  de celulas.

Una saturaci6n  de la respuesta fue observada  para los tres marcadores  al  utilizar 3

mg  de  extractos  de  DS  instilado  por  rata  (Fig.  8).  Las  respuestas  entre  0  y  1   mg  de

extractos  de  DS  fueron  relativamente  lineales,  donde  la  mayor  linealidad  fue  obtenida

para  el  marcador  protefnas  totales  en{re  la  dosis  de  extractos  de  DS  empleada  y  la

respuesta  (Fig.   8A).   El   marcador  LDH  tambi6n   present6  Iinealidad   hasta   1   mg  de

extractos  de  DS  instilado  (Fig.  88).  Sin  embargo,   la  respuesta  obtenida  al  analizar

c6Iulas totales,  no  present6 la misma cin6tica que los demas marcadores de toxicidad,

con   un  comportamiento  menos  lineal.     Ademas,  en  este  caso  observamos  que  la

respuesta  de  infiltraci6n  celular  obtenida  con  3  mg  de  extractos  de  DS  instilado  fue

menor que la obtenida con  1  mg de ex{ractos de DS (Fig. 8C).
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Flgura  8:  Cltrvas  de  dosis  Tespuesta:   La  respuesta  fue  evaluada  al  tratar  cuatro  grupos  de  ratas  con  diferentes
canti.dados de extractos de   DS..  Las cantidades de DS lnstiladas fueron cle 0; 0,5;  1  y 3 mg en 500 ul de soluci6n salina
por  rata.  Los  volumenes  del  lavado  broncoalveolar  fueron  colectados  24  horas  despu6s  de  la  instilaci6n  Los  gfaficos
muestran los promedlos y errores estandar para cada grupo de ratas.
A)  Analisis  de  la  toxicldad  como  concentraci6n  de  proteina  (ug/LJl):  La  concentraci6n  de  protelnas  rue  medida
utilizando el m6todo BOA.  La concentraci6n fue calculada para cada  lavado  broncoalveolar y los valores obtenidos  para
cada volumen fueron  promediados.   Un  R2  igual  a  0,9932 fue  obtenido  entre  0 y  1  mg de  DS,  indicando  una  linealiclad
entre esas cantidades lnstiladas.
a)  Niveles  de  ]a  rospuesta  de  LDH  (lJ.A./ml)  en  el  lavado  broncoalveolar:  Los  n.iveles  de  la  LDH  fueron  medidos
utilizando  el  kit comerclal  Blovi§ion  LDH  citotoxicity assay.  Las  absorbancias  fueron  medidas  luego  de  30  minutos  en
oscuridad  a  37°C.  El  valor  de  las  absorbancias  fue  expresado  en  unidades  arbltrarias  por ml  (U.A./ml).  Un  R2  igual  a
0.9267 entre 0 y 1  mg de DS fue obtenido, indicando una linealidad entre esas cantidades lnstiladas.
C)  Comparacl6n  de  [a  lnfiltraci6n  celular  a  los  pu]mones:  La  infillraci6n  de  celiilas  a  los  pulmones  fue  medlda
contando  el  namero  de  c6lulas  usando  azul  de tripan  0.4%.  El  valor de  la  concentraci6n  de  celulas  fue  expresado  en
celulas  104  /ml.  Un  R2  entre  0  y  1   mg  de  DS  igual  a  0.851   fue  obtenldo,  indlcando  uria  relativa  linealidad  entre  esas
cantidades instiladas.
N = Ntlmero de ratas por grupo
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77.empo  posf-/.nsf/./ac/'6n..  Para  encontrar  el  tiempo  post-instilaci6n  que  maximice

las  respuestas  de  toxicidad,  tres  grupos  de  ratas  fueron  comparados  con  tiempos  de

post-instilaci6n   de   12  (N=6),   24   (N=24)  y  48  (N=4)  horas.   Todas   las   ratas  fueron

tra{adas  con  1  mg  de  extractos  organicos  de  DS tratado  con  metanol  y los  resul{ados

presentados  en  la  Fig.  9.    La  respuesta  maxima  fue  observada  a  las  24  horas  post-

instilaci6n   para   los   tres   marcadores   estudiados.   Ademas,   las   respuestas   relativas

obtenidas a las 12 y 48 horas fueron similares para cada marcador.

En el  caso de las  proteinas  (Fig.  9A) fue  posible encontrar diferencias significativas

(p < 0,05) entre los tratamientos de 24 y 48 horas. Al comparar los tratamientos de 48 y

12  horas,  y  los  de  12  y 24  horas,  no fueron  observadas  diferencias  estadisticamente

significativas   entre   ellos.   Para   el   marcador   LDH   (Fig.   98)   no   fueron   observadas

diferencias significativas al  comparar los tratamientos de 48 y  12 horas;  los de  12 y 24

horas,  y  los  de  24  y  48  horas.  EI  aumento  a  las  24  horas  para  este  marcador  fue

mucho  menor.  Finalmente  para  el  infiltraci6n  celular  fue  posible  detectar  diferencias

significativas (p < 0.05) al comparar el  ntlmero de  celulas  infiltradas  al  pulm6n entre  los

tratamientos de  12 y 24 horas,  y de 24 y 48 horas,  no asi al  comparar los tratamien{os

de  12 y 48 hor;s donde diferencias significativas no fueron observadas (Fig. 9C).
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Figura  9:  Magnl(ud  de  las  respuestas  al  variar  el  tiempo  post-inst[Iaci6n:  La  respuesta  producida  por  el  DS  fue
evaluada al tratar tres grupos de ratas con  12, 24 y 48 horas de tiempo po§tinstilaci6n. Toda§ las ratas fueron instiladas
con  1  mg  de  exlractos  de  DS  resuspendldo  en  500  ul  de  soluci6n  salina.  Cada  punto  del  grafico  representa  el  valor
promedio y el error estandar de iin grupo de ratas.
A)  Medlcl6n  de  la  toxlcidad  come  concen(raci6n  de  proteina  en  el  lavado  broncoalveolar:  La  concentraci6n  cle
proteinas  fue  estimada  utilizando  el  m6todo  BOA.  EI  maximo  de  la  respuesta  fue  observado  a  las  24  horas  post-
lnstilaci6n, ademas dlferenclas significativas fueron obtenidas al comparar el tratamiento 24 horas post-instilaci6n versus
el tratamien[o 48 horas post-lnstilaci6n.
a)  Medici6n  de  la  toxicidad  coma  nlveles  de  la  LDH  en  el  lavado  broncoalveolar:  Los  niveles  de  la  LDH  fueron
medidos  ulilizando   el  k.it  comercial   Biovjsion   LDH  citotoxicity  assay.  Cacla   lavado  broncoalveolar  fue  expresado  en
unidades arbltra".a§  por ml (U.A./ml).  El  maxima  cle la  re§pues[a fue observado  a las 24 horas  post-ln§tllaci6n,  ademas
diferencias sign.ificalivas no fueron apreciadas al comparar grupo§.
C) Medlci6n  de  la  lnflamaci6n  como lnfiltraci6n  de c6lulas  en  e]  lavado broncoa[veolar:  La infiltracl6n de c6Iulas a
los pulmones fue medida confando el  ntlmero de c6lulas.  El maxlmo de la  respuesta fue observado a las 24 horas post-
instilaci6n, ademas diferencias significativas fueron obtenldas al comparar el tratamlento 24 horas post-inslilaci6n versus
el  tratamlento 48  horas  post-lnstilaci6n,  y al  comparar el  tratamlento  24  horas  post-lnstilaci6n  versus  el  lratamiento  12
horas post-lnstilaci6n.
• = p< 0.05: N = Ndmero de ratas por grupo
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Respuesta   frente   al   DS   en   las   condiciones   optimizadas..   Basado   en  los

resultados   anteriores   definimos   que   las   condiciones   6ptimas   de   medici6n   de   la

toxicidad   de  los  ex{ractos  organicos  de   DS  tratado  con  metanol  fueron:   1   mg  de

material  instilado  con  un  tiempo  de  post-instilaci6n  de  24  horas  y  lavado  en  triplicado,

ya  que  con  estos  parametros  una  respuesta  lineal  y  significa{iva  fue  obtenida  para

todos los marcadores.

La  diferencia  de  respuesta  fue  evaluada  entre  ratas  controles,  instiladas  con

Nacl  0,9%,  y  ratas  tratadas  con  extractos  de  DS  utilizando  los  parametros  6ptimos

encontrados.   Para  esto  dos  grupos  de  ratas  fueron  comparados:   un  grupo  control

instilado  con  Nacl  0.9°/o   y  un  grupo  tratado  con  los  pafametros  6ptimos  de  medici6n

(Fig.10).  En  las  mediciones  de  todos  los  marcadores fue  posible  detectar diferencias

estadisticamente  significativas  (p  <   0.05)  entre   ratas  tra{adas  con   DS  y  las  ratas

controles.   Para  los  marcadores  proteina  total  (Fig.   10A)  y  LDH  (Fig.   108),  el  grupo

tratado  duplic6  la  magnitud  del  grupo  control (0,263 ± 0,028  Lig/LIl versus  0,582 ± 0,049

ug/tJl  y  0,311   ±  0,046  U.A./ml  versus  0,541   ±  0,065  U.A./ml,   respectivamente).   En

cambio  para  el  marcador  c6lulas  totales  (Fig.   10C),  el  grupo  tratado  cuadruplic6  la

magnitud  entregada  por el  grupo  control  (356  ± 56  c6lulas  104/ml   versus  1370  ±  198

c6lulas  |o4/m|).
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Flgura   10:   Magni(ud   de   [as   respuestas   comparando   ratas   tratadas   con   DS   utilizando   los   parametros
optimizados  versus  Tatas   contro[es:   La   respilesta  fue  evaluada  en  las  condlciones  optlmizadas,  comparando  2
grupos  de   ratas.   Un   grupo   fue  tratado   con   los  pafametros  optimizados  de   medici6n:   1   mg  de   extractos   de   DS
resuspendido en 500 ul de soluci6n salina por rata y 24 horas de tiempo post-instilaci6n.  Un grupo control fue tratado en
las  mismas  condlcione§,   pero  sin   agregar  extractos  de  DS  a  sus  pulmones  (Nacl  0.9°/a).   Cada  barra  del   gfafico
representa   el  valor  promedio  y  el   error  estandar  de  un   grupo   de  ratas.   Diferencias  §ignificativas  (p<0,05)  fueron
encontradas para los marcadores proteina total, LDH a lnfiltraci6n celular.
A) Medicl6n de [a toxlcidad como concentraci6n de prote[na en e[ lavado broncoalveolar usando los parametro§
optimlzado§:  La  concentraci6n  de  proteinas  foe  estimada  utilizando  el  m6todo  BCA.  Diferencias  signlficativas  fueron
encontradas con un valor  p < 0,0001.
a)   Med[ci6n   de   la   toxicidad   como   n]vele§   de   LDH   en   el   lavado   broncoalveolar,   usando   los   parametros
oplimizados:   Los   niveles   de  la   LDH   fueron   medidos   utilizando   el   kit  comercial   Biovision   LDH   ciloloxlcity   a§§ay.
DIferencias significativas fueron encontradas con un valor p = 0,0007
C)  Medlcl6n  de  la  inflamaci6n  come  infiltracl6n  de  c6Iii]as  en  el  lavado  broncoalveolaT,  usanclo  los  parametros
optimlzados:   La   infiltraci6n   de   celulas   a   los   pulmones   fue   medida   contando   el   ndmero   de   c6lulas.   Diferencias
signlficativas fueron encontradas con un valor p < 0,0001.
* = p< 0,05;  N = Ndmero de ratas por grupo
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Relaci6n  entre  los  marcadores  de  toxicidad  evaluados:  Las magrri+ndes c]e los

valores  de  proteina  (ug/tjl) versus  LDH  (U.A./ml) fueron  comparadas  entre si variando

la  dosis  y  manteniendo  el  tiempo  post-instilaci6n  de  24  horas.  Una  relaci6n  lineal  fue

obtenida entre las respuestas observadas  para estos pafametros a dosis de 0;  0,5;  1  y

3   mg   de  extractos   organicos   de   DS   tratado   con   me{anol,   con   un   coeficiente   de

correlaci6n de 0.946 (Fig.  llA).  Esto coincide con  la  teoria de que ambos  marcadores

indican   toxicidad   pulmonar,   ya   que   la   lisis   celular   libera   LDH   y   otras   proteinas

citos6licas   al   medio,   aumen{ando   las   concentraciones   extracelulares   de   manera

proporcional.  Por otro  lado,  al  comparar los  marcadores  LDH  versus  infiltraci6n  celular

(Fig.118)  y  proteina  total  versus  infiltraci6n  celular  (Fig.llC)  no  fue  observada  una

correlaci6n   lineal,   esto  sucede   probablemente   por  la   disminuci6n   obtenida   para   la

magnitud  entregada por el infiltraci6n celular a los 3 mg de extractos de DS instilado.
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Figura 11 : Relaci6n entre las magnitudes entregadas par los marcadores al variar la dosis de MP [nstllado.
Los  marcadores  fueron  correlacionados  entre  pares.  Las  magnitudes  de  los  marcadores  fueron  medldos  usando  24
horas  como tiempo post-in§tilaci6n  y cuatro cantidades distintas de extractos  DS: 0;  0,5;  1  y 3 mg en 500 pl de soluci6n
salina por rats.
A) Relaci6n entre LDH y proteina total al variar [a  dos]s de MP insti]ado: Cuatro grupos de ratas fueron tratados con
cantidades distintas de  extractos de DS: 0;  0,5;  1  y 3 mg en  500 ul de sollici6n salina con  un  tiempo de  post-instilaci6n

::2:sh:raar:;E:r::df3:r'o°:r%[:gi°osn::%s:V#aa:e:a':{6Cn°#:::!rfauc:6onb::rvpar3:e:nnatr:L°DSHn;V:'reo:e?neaLt:£,'ia2S,gT:i:'to:8:a.de
a)  Relacl6n  entro  ]nfiltraci6n  ce[u[ar y  proteina  total  al var]ar  ]a  dosis  de  MP  ]nstllado:  Cuatro  griipos  de  ratas

fueron tratados con  cantidades distintas de extractos de DS: 0;  0.5;  1  y 3 mg  en 500 ul de soluci6n salina con un tiempo
de  post-lnstilaci6n  de  24  horas.  En  todos  los  grupos  foe  evaluada  la  infiltracl6n  celular y  la  concentraci6n  de  proteina
total,  las  magnltudes  de ambos  marcadore§  fueron  relacionados.  Entre  lnfiltraci6n  celular y  LDH  no  rue observada  una
relacl6n  lineal.
C)  Relacl6n  entre  nfiltraci6n  celular  y  LDH  al  varlar  la  dosis  de  MP  Inst]lado:  Cuatro  grupos  de  ratas  fueron
tratados  con  cantidades  distintas  de  extractos  de  DS:  0;  0,5;  1  y  3  mg  en  500  ul  de soluci6n  salina  con  un  tiempo  de
post-inslilaci6n de 24 horas. En todos los grupos fue evaluada la lnfiltraci6n celular y los niveles de LDH,  las magnitudes
de ambos marcadores fueron relacionados. Entre infiltraci6n celular y LDH no fLle observada una relaci6n lineal.
N = Ndmero de ratas por grupo
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Var/.ab/.//.dad..  Las  varianzas,  como  porcentaje  del  promedio  para  el  grupo  de  ratas

controles y el grupo de  ratas tratadas con  las  condiciones  6ptimas de  medici6n fueron

comparadas.   (Fig.   12).   Para   los  tres   marcadores  (proteina  total,   LDH   y  infiltraci6n

celular)   no  fue  observada   una   diferencia   notoria   entre  ambos  tratamientos,   lo  que

sugiere   solo   una   variabilidad   minima   producida   posiblemente   por   errores   en   el

procedimiento experimental.
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Figura  12:  Comparacl6n  de  la  desviaci6n  estandar  entre  [as  ratas  tratadas  con  los  parametros  6ptlmos y  las
ratas tratadas  con  la  muestra  control  (Nacl  0,9°/a): Para comparar la variabilidad  entre el grupo de ratas tratadas con
los  parametros  optimizados,  es  decir  1  mg  de  DS  y  24  horas  de  t]'empo  post-instilaci6n  y  el  grupo  d8  ralas  controles
(instiladas  con  Nacl  0,9°/a) con  un  tiempo  de post lnstilacl6n  de 24  horas,  la§  desviaciones  estandar de ambos  grupos
fueron  graficadas  como  el  porcentaje  del  promedio  cle  cada  uno.  Tomando  en  consideraci6n  los  datos  de  la  figura  10,
diferenclas  notable§  entre  los  grupos  de  ratas  no  fueron  observadas  para  nlngtln  marcador  lndlcando  que  el  m6todo
lmplementado no genera variabilldad.

45



Evaluaci6n toxicol6gica de muestras ambientales

Con  el  objeto  de  determinar el  posible  efecto  t6xico  de  muestras  provenientes  del

aire, se compararon muestras ambientales obtenidas en el Centro Mario Molina.

/nocu/`dad   c/e/   susfrafo   de   co/eec/.6n..   Con   el   fin   de   determinar  `la   posible

contribuci6n   t6xica   de   componentes   distintos   al   material   particulado   en   el   metodo

empleado,  se evalu6 el  lavado de un grupo de ratas instiladas con el ex{racto obtenido

desde   una   EPU   limpia.   De   esta   manera   fue   medida   la   toxicidad   relativa   de   los

componen{es  y  trazas  remanentes  de  solvente,  producto  del  metodo  de  extracci6n

empleado   (EPUs,   metanol.   contaminantes,   etc.).   La   soluci6n   control   obtenida   fue

instilada  en  ratas  para  evaluar  los  niveles  de  proteina  total,  LDH  e  infiltraci6n  celular.

Todos   es{os   marcadores   fueron   medidos   en   el   lavado   broncoalveolar,   24   horas

despu6s de haber instilado 500ul de soluci6n (Fig.13).

Las  magnitudes  obtenidas   para  el  marcador  proteinas  totales  fueron  similares

entre  ratas  instiladas con  Nacl 0,90/o y ratas tratadas con la soluci6n extraida desde la

EPU  Iimpia  (control)  (0,263  ± 0,028  ug/ul  y 0,229 ± 0,016  respectivamente)   (Fig.13A).

Asimismo,  Ias respuestas obtenidas  para el  marcador LDH  en  las  mismas condiciones

fueron equivalentes (0,311  ± 0,046 U.A./ml para ratas instiladas con Nacl 0,9°/o y 0,319

± 0,035  U.A./ml  para  ratas  instiladas  con  la soluci6n  control,  (Fig.138).  Finalmente,  las

magnitudes  para  el  marcador  infil{raci6n  celular fueron  similares  entre  ratas  instiladas

con  Nacl 0,90/o y ratas tratadas con la soluci6n control (356 ± 56 c6Iulas  104/ml y 388 ±

97  celulas  104/ml  respectivamente)  (Fig.   13C).  En  resumen,  no  fue  posible  detectar

diferencias  significativas  entre  ratas  tratadas  con  la  soluci6n  control  y  ratas  instiladas
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con  Nacl 0,9% indicando que las EPUs representan un material inerte y por lo tanto no

constituyen un factor de riesgo de toxicidad, siendo dtil como soporte de MP.
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Nacl o.9%                 Lavado EPu llmpia

Nacl o.9%               Lavado EPu llmpla

Figura  13:  Comparacl6n entre  ratas  controles (NacI  O,9°/o) y ratas tratadas con  la so]uci6n  obten]da desde Llna
EPU  limpla:  Para  deteminar  que  el  efecto  producido  por el  material  particulado  atmosferico  no  es  un  artefacto  de  la
t6cnica,  fue  necesarlo  evaluar  la  contribuci6n  del  sustrato  de  coleccl6n  de  MP  (EPU)  a  la  toxlcldad.  Para  eslo,  dos
grupos  de  ratas  fueron  comparadas,  un  grupo  tratado  con  Nacl  0.9°/o  y  otro  grupo  tratado  con  el  liquido  obtenido  al
lavar una  EPU  limpia.  Para  todo§ los marcadores no fueron encontradas diferencias  estadlsticamente signiflcativas  que
indiquen  algtin  aporte  de la  EPU  al  efeclo  toxico  medido.  En  los  graficos  cada  barra  representa  el  valor promedio  y  el
error esfandar de un grupo de ratas
A)  Comparaci6n  de  la  toxicldad  como  concentraci6n  de  proteinas  totales:  La  concentraci6n  de  proteinas  fue
estimada  utilizando  el  m6todo  BOA.  Entre  el  grupo  tratado  con  Nacl  0,9°/oy  el  grupo  tratado  con  la  soluci6n  obtenlda
desde una EPU linpla no existe una diferencla es(adisticamente slgnlficativa, p = 0,9787.
8) Comparaci6n  de  la (ox]cidad como concentraci6n  de  LDH:  Los niveles de la LDH fueron medidos utlllzando el kit
comercial  Biovislon  LDH  citotoxicity  assay.  Entre  el  grupo  tratado  con  Nacl  0,9%y  el  grupo  tratado  con  la  soluci6n
obtenida desde una EPU llmpia no existe una diferencia esfadisticamen(e §ignificativa, p = 0,2091.
C)   Comparaci6n de la inflamaci6n coma concentraci6n de celulas totales: La infiltracl6n de c6lulas a los pulmones
fue  medida  contando  el  ntlmero  de  c6lula§.  Entre  el  grupo  tratado  con  NacI  O.9°/oy  el  grupo  tratado  con  la  solucidn
obtenida desde una EPU limpia no existe una diferencia estadisticamente significativa. p = 0,3778.
N = Ndmero de rafas por grupo
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Marcadores de toxicidad  e  inflamaci6n  para  las  muestras obtenidas del aire

de   Sanf/.ago.-  Las   respuestas   producidas   por  la  extractos   organicos  tratados   con

metanol  de  la  fracci6n  gruesa  MP2,5m  y  la  fracci6n  tina  MPo.1.2,5  fueron  comparadas

utilizando  muestras  obtenidas  del  aire  de  Santiago  en  la  ciudad  empresarial  durante

una semana (desde el 25 de Junio del 2008 hasta el 2 de Julio del 2008).

La   mayor  respuesta   para   el   marcador  proteinas  totales  fue  obtenida  al   instilar

extractos  del  material  particulado fino  (0,627 ± 0,188  tJg/ul)  (Fig.  14).  Los  extractos  del

material particulado fino arrojaron una  magnitud significativamente mayor  (p <  0,05) de

alrededor  de  2,5   veces   respecto  al   nivel   del   grupo   control   (0,263   ±   0,028   Llg/LJl).

Asimismo,   lc)s   extractos   provenientes   de   la  fracci6n  tina   entregaron   una   magnitud

aproximadamente  2  veces  mayor que  el  grupo  tratado  con  los  extractos  provenientes

de  la  fracci6n   gruesa  (0,327  ±  0,068   LIg/Lil)  (Fig.   14A),   indicando  que  los  extractos

provenientes  de  la  fracci6n  fina  tienen  un  potencial  t6xico  mas  alto  que  lct  extractos

provenientes de la fracci6n gruesa, pero no estadisticamente significativa.

Para  el   marcador  LDH   las   respuestas  fueron  similares  a  las  obtenidas  para  el

marcador   proteinas   totales,   consistente   con   la   calibraci6n   del   m6todo   utilizando

extractos   de   DS.   La   mayor  respuesta   obtenida   fue  observada   para   los   extractos

provenientes  del  material  particulado  fino  (0,973  ±  0,274  Llg/ul),  con  un  nivel  3  veces

mayor  que  el  grupo  control  (0,311  ±  0,046  ug/ul)  (p  <  0,05)  y  2  veces  mayor  que  el

grupo  tratado  con  ex{ractos  provenientes  de  la  fracci6n  gruesa  (0,446  ±  0,081  ug/ul)

(Fig.   148).   Finalmente,   fue   posible   observar  el   mismo   patr6n  de  aumento   para  el

marcador   infiltraci6n   celular   hacia   los   pulmones.    Para   esta   medici6n,   Ia   mayor

respuesta inflamatoria fue obtenida  para extractos de material  particulado fino y fue de

1007  ±  355  c6Iulas  104/ml  con  un  nivel  3  veces  mayor  que  el  grupo  control  de  valor
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356,   ±  56   celulas   104/ml   (p  <   0,05)  y  2.5  veces   mayor  que  el   grupo  tratado   con

extractos  provenientes  de  la  fracci6n  gruesa  (416  ±  152  c6Iulas  104/ml)  (Fig.14C).  AI

comparar  los  grupos  de   ratas  tratadas  con   extractos  de   material   particulado  fino,

extrac{os   de   material   particulado   grueso  y  controles   instilados   con   Nacl   0.9%   los

resultados fueron los siguientes: para proteinas (0,327 ± 0,068; 0.229 ± 0,016 y 0,263 ±

0,028),   para  LDH  (0,446  ±  0.081;  0,319  ±  0,035  y  0,311   ±  0,046)  y  para  infil{raci6n

celular  hacia  los  pulmones  (416  ±  152;  388  ±  97  y  356  ±  56).  Solo  hubo  diferencias

significativas     (p  <  0,05)  al  comparar  el  grupo  control  versus  el  grupo  tratado  con

extractos de MP fino para los marcadores proteina y celulas totales.
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Nacl o.9%         Mp grueso
1  mg/rata

MP lino
1  mg/rata

Nacl o.9%         MF' grueso
1  mg'rata

MP fino
1  mg/rata

NacIO.9%         Mpgrueso            Mpflno
1  mg/rata           1 mg/rata

Flgura  14:  Comparaci6n  de  la  respue§ta  t6xlca  e  inflamatoria  produclda  por material  par(lculado  atmosf6rico
f[no  y  grueso  provenlente  de  Santiago.  Los  efectos  t6xicos  de  la  fracci6n  fina  y  la  fracci6n  gruesa  obtenida  en  el
Cen[ro  Mario  Molina,  Huechuraba,  Santiago fueron  comparados  para  todos  los  marcadores,  utilizando  los  pafametros
optimizados  en  la  etapa  de  implementaci6n  del  m6todo.  Cada  punto  clel  grafico  representa  el valor promedio  y el  error
estandar de un grupo de ratas
A) Comparacl6n de la toxlcidad   produc[da por muestras atmosfericas como concentraci6n de proteina (ug/ul):
La  concentraci6n  de  protefnas  fue  estimada  utillzando  el  m6todo  BCA.  Diferencias  signiflcativas  fueron  encontradas
entre el grupo control y el grupo (ratado con material fino, indicando un mayor potencial t6xico de la fracci6n tina.
a)  Comparacl6n  de  la  toxicidad  producida  por muestras  atmosf6rlcas  como  nivolBs  de  LDH:  Los  niveles de la
LDH   fueron   medidos   utilizando   el   kit   comercial   Biovi.sion   LDH   citotoxicity   assay.   Diferencias   significativas   fueron
encontradas  entre  el  grupo  control  y  el  grupo  tratado  con  material  lino.  indicando  un  mayor  potencial  t6xico  de  la
fracci6n Tina.
C) CompaTaci6n de la ]nf]amaci6n produclda pcir muestras atmosfericas como concentrac]6n de celulas tota[es:
La  infiltraci6n  de  c6lulas  a  los  pulmones  fue  medida  contando  el  ntlmero  de  celulas.  Diferencias  estadlsticamente
significativas no fueron encontradas al comparar entre pares de grupos.
-= p< 0,05; N = Ndinero de ratas por grupo
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DISCUS16N

Los  objetivos  iniciales  de  esta  tesis  fueron  encontrar  las  condiciones  adecuadas

donde  la  respuesta  frente  a  la  exposici6n  de  ratones  a  extrac{os  organicos  de  MP

tratado  con  metanol  fuera  maxima,  para  asi  determinar  la  cantidad  de  MP  necesaria

para  obtener una  respuesta significativa  en  un  rango  lineal.  De esta  manera,  una  vez

establecidas   estas    condiciones,    determinamos    el    potencial   t6xico   de    muestras

ambientales obtenidas desde el aire de Santiago.

]mplementaci6n de un m6todo toxicol6gico

Al  comparar los  resultados  obtenidos  en  las  ratas tratadas  con  extractos organicos

de DS tratado con metanol utiljzando las condiciones 6ptimas de medici6n (24 horas de

tiempo  post-  instilaci6n,  1  mg  de  dosis  y  3  lavados  broncoalveolares  analizados)  con

las  ratas  controles,  fue  posible  observar que  el  aumento  de  la  magnitud  de  LDH  y de

proteina   total   liberada   hacia   el   lumen   del   pulm6n   fue   de   alrededor  de  dos   veces

respecto  al  grupo  de  ratas  tratadas  con  soluci6n  salina.    Al  comparar  las  diferencias

relativas  para  la  infiltraci6n  celular,  fue  posible  observar  diferencias  de`  cuatro  veces

respecto  al  grupo  de  ratas  tratadas  con  una  soluci6n  salina.  Fue  posible  determinar

que   existe   una   mayor   magnitud   de   respuesta   sist6mica   para   el   marcador   de

inflamaci6n  medido  como   infiltraci6n  celular  hacia  el   pulm6n  de  ratas  expuestas  a

extractos  organicos   de   DS   tratado   con   metanol.   Este   marcador  podria  tener  una

ventaja  en  comparaci6n  a  los  marcadores  de  toxicidad,  ya  que  posibilita  una  mayor

resoluci6n  o  diferenciaci6n  entre  ratas  tratadas  y  no  tratadas  con  extractos  organicos
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de   MP  tratado  con  metanol,   exis{iendo  un  mayor  rango  para  in{erpolar  magnitudes

provenientes de muestras atmosfericas.

Al  medir los marcadores analizados en distintos tiempos  post-ins{ilaci6n,  fue  posible

observar que la magnitud de la respuesta aument6 significativamente entre las  12 y las

24  horas  post-ins{ilacibn.  Probablemente  los  procesos  necesarios  para  que  ocurra  la

inflamaci6n  en  el  tejido  pu]monar,  la  migraci6n  de  c6lulas  del  sistema  inmune  innato

hasta  los  pulmones,  y  el  dafio  celular,  toman  varias  horas  despu6s  de  la  exposici6n

frente  al  MP  (Zhang  y col.  2002).  Posiblemente durante  este  tiempo  la  maquinaria  de

defensa  del  organismo frente  a  los  extractos  de  MP  es  activada,  ejerciendo  su  efecto

citot6xico   mediante   muerte   celular   del   tejido   pulmonar.   Consistente   con   nuestro

estudio,  existen  trabajos  que  han  encontrado  un  maximo  de  la  respuesta  sist6mica

frente a diferentes  extractos  de  MP obtenido de diferente  manera  a  las  24 horas post-

instilaci6n,  esto  medido  como  influjo  de  neutr6filos  hacia  el  pulm6n  de  ratas  tratadas

con  CAPs  (Saldiva  y  col.,  2002;  Salvi  y  col.,1999).  A  las  48  horas  post-instilaci6n,  la

respuesta  sistemica  frente  a  extractos  organicos  de  MP  tratado  con  metanol  fue  muy

similar a  la medici6n  hecha a las  12 horas.  Esto podria deberse a que en este  periodo

ya se ha activado la maquinaria de limpieza que posee el pulm6n frente a  los extractos

instilados  (Hinds  1998;  Lippmann  y col.,1980).  Este  procesct  remueve  los extractos  de

MP  del  pulm6n  gracias  a  la  mucosidad  presenfe,  la  que  arrastra  las  particulas  hasta

regiones superiores del sistema respiratorio.

Tomando en consideraci6n  otros trabajos  publicados,  los tiempos 6ptimos definidos

para  el  sacrificio  de  los  animales  expuestos  a  extractos  de  material  particulado  para

observar efectos  en  la  permeabilidad  epitelial fue  de  8  horas  para  ratas  instiladas  con

un inductor inflamatorio (Li y col.,1998) y de 24 horas para el tratamiento con extractos

de material particulado (Gerlofs-Nijland y col.,  2005;  Seagrave y col.,  2006).
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Considerando  un  flujo  respiratorio  de  0,214  litros  por minuto  para  ratas  en  reposo

(Brown y col., 2005) estimamos que la cantidad de un miligramo de extractos organicos

de MP fino tratado con metanol u{ilizado representa el volumen que una rata respiraria

durante  tres  meses,  suponiendo  una  concentraci6n  de  35  ug/m3  para  la  fracci6n  fina.

Usando   los   mismos   pafametros,   decidimos   exponer  ratas   a   una   cantidad   de   un

miligramo  de  extractos  de  MP  de  fracci6n  gruesa  extraida  con  metanol  equivalente  a

16  dias  de  respiraci6n  suponiendo  una  concen{raci6n  de  115  ug/m3  para  la  fracci6n

gruesa.  Ademas  es  importante  considerar  que  las  ratas  utilizadas  en  nuestro  estudio

recibieron  el  contenido  de  los  extractos  de  MP  fino  y  grueso  extraido  con  metanol

directo a sus pulmones. A pesar de que esta aproximaci6n puede resultar alejada de la

realidad,  la  necesidad  de  evaluar  respuestas  estadisticamen{e  significativas  y  en  un

tiempo  razonable  de  experimentaci6n justifica  este  acercamiento.  De  otro  modo,  este

tipo  de  experimentos  requeririan  un  ndmero  muy  alto  de  animales  y  t6cnicas  mucho

mas   sofisticadas   para   el   analisis   del   impacto  de   extractos   de   MP   en   el   sistema

respiratorio.

For   otro   lado,   existen   trabajos   que   han   evaluado   la   toxicidad   de   muestras

atmosfericas  de  aire  (0,32  mg  de  un  extracto  de  material  particulado)  usando  ra{as

como  modelo  de  experimentaci6n  donde  no  fueron  encontradas  respuestas  t6xicas

para  marcadores  como  proteinas  totales  y  LDH  (Schins  y  col.,  2004).  Sin  embargo,

fueron    encontradas    diferencias    significativas   en    los    niveles    de    marcadores    de

inflamaci6n   como   el   factor  de   necrosis   tumoral   al fa   y   la   in{erleuquina-6   en   ratas

expuestas   a   dichos   ex{ractos.   Lo   que   indicaria   que   el   mecanismo   de   respuesta

inflamatoria    posiblemente    se    induce    con    menores    dosis   de    extractos    de    MP

comparado con una la respuesta t6xica sist6mica.  Estos datos son consistentes con las
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magnitudes de las respuestas obtenidas en las ratas que fueron tratadas con extractos

organicos de DS tratado con metanol en nuestro trabajo.

Medici6n de muestras ambientales del aire de Santiago

Ademas de implementar y optimizar el m6{odo de colecci6n y exposici6n  de ratas a

extractos  organicos  de  MP  tratado  con  metanol,   desde  Santiago  fueron  evaluadas

muestras  de  material  grueso  y  fino  usando  el  m6todo  de  colecci6n  descrito  en  esta

tesis.  Un  mayor  potencial  t6xico  e  inflamatorio  del  extracto  organico  proveniente  del

material  fino  tratado  con  metanol  fue  encontrado  en  comparaci6n  con  los  ex{ractos

organicos  provenientes  de  fracci6n  gruesa  tratada  con  metanol   al  ins{ilar  1   mg   de

extractos de MP por rata con 24 horas de tiempo post-instilaci6n.  (Fig.14).

Diferencias estadisticamen{e significativas para los marcadores proteina total y LDH

fueron encontradas entre el grupo de ratas tratadas con  1  mg extractos de material fino

versus el  grupo  control.  Este  hallazgo  encuentra  respaldo  en  una  serie  de  mediciones

toxicol6gicas  y  epidemiol6gicas  descri{as  anteriormente  que  sugieren  al  MP  fino  como

mss t6xico que el MP grueso (Pope,  Ill y Dockery, 2006).

Es importante aclarar que en este trabajo fueron comparados los efectos producidos

por   cantidades   similares   de   extractos   de   material   fino   y   material   grueso.   En   el

ambiente,  las  concentraciones  relativas  de  cada  fracci6n  pueden  variar  entre  si.  Por

ejemplo,  trabajos  en  EEUU  (Dockery  y  Pope,Ill,   1994)  han  descrito  mediciones  que

relacionan   el   Mpio  y  MP2.5  como   Mpio  =   MP2.5  /  0,6.   En   Chile  se   han  encon{rado

relaciones  similares,  donde  en  estaciones  calidas  la  relaci6n  entre  las  fracciones  del
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MP es de Mpio =  MP2,5 / 0,4,  mientras que en es{aciones frias  la  relaci6n  corresponde

a  Mpio = MP2,5 / 0,6.  (Koutrakis y col., 2005).

Es  interesante  destacar  que  s6lo  fue  evaluada  la  contribuci6n  de  la  fracci6n  fina

(MPo,1.2,5) en  la toxicidad,  descontando  la fracci6n  ultrafina  (MPo,1).  La fracci6n  ultrafina

ha  recibido notoria atenci6n  en  los aFios  recientes  porque tiene tambi5n efectos  claros

en  la  salud  (Seaton  y  col.,   1999).   Incluso  exis{en  evidencias  que  indican  que  6ste

material podria pasar directamente a la sangre por medios no fagociticos (Geiser y col.,

2005) y atacar a una gran variedad de 6rganos (Pope,  Ill y Dockery, 2006).  Entre ellos

se  encuentra  el  coraz6n,  donde  la  viscosidad,  la  coagulaci6n  y  la  oxigenaci6n  de  la

sangre  resul{an  alterados  en  experimentos  realizados  en  humanos  (Dockery  y  col.,

2005;  Pope,   111  y  col.,   1999;  Pope,  Ill  y  col.,  2004;  Rodriguez  Ferreira  Rivero  y  col.,

2005;  Seaton y col.,1999;  Utell y col.,  2002) y ratas (Watkinson y col.,1998).

Proyecciones

El metodo implementado y optimizado en esta tesis podrfa ser utilizado para evaluar

y  monitorear  constantemente  la  toxicidad  del  material  particulado  de  Santiago  y  asi

determinar el  potencial de  riesgo a  efectos adversos  para  la  salud  de  la  poblaci6n.  La

informaci6n   obtenida   con   este   tipo   de   evaluaciones   podria   ser   contrastada   con

estudios   epidemiol6gicos   locales,   para   asi   obtener   informaci6n   sobre   las   posibles

variables  que  influirfan  en  la  toxicidad  de  una  muestra  de  material  particulado  como

son  la  composici6n,  la  fracci6n,  el  lugar de  muestreo,  la  estaci6n  del  afro,  las  fuentes

emisoras,  entre  otras.    Es  importante  destacar que  la  CONAMA financi6  este  estudio

dado su intefes en fomentar estudios mss profundos sobre el impacto en salud del  MP,
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ademas  de  estudios  sobre  la  concentraci6n  y  la  composici6n  del  MP.  Posiblemen{e,

nuestros  resultados  seran  utilizados  para  futuras  legislaciones  sobre  las  normas  de

medici6n  del  MP  en  Santiago  y  regiones,  y eventualmente  para  la  implementaci6n  de

una  norma de MP2,5.

Como  trabajo  futuro  especulamos  que  seria  titil   realizar  mejoras  en   el   m6todo

empleado para medir el efecto sist6mico de extractos de   MP y asf aumentar el impacto

de  estas  determinaciones.  For ejemplo,  podrian  utilizarse  marcadores  mss  sensibles,

que  generen  respuestas de mayor magni{ud frente  a extracos  de  MP.  En  este sentido

reacciones  que  revelen  estres  oxidativo  o  inflamaci6n  serian  apropiadas  en  nuestro

sistema   experimental   de   exposici6n   al   MP   /.n   v/.vo.   Finalmente   seria   interesante

implementar  m6todos  de  medici6n  del  po{encial  toxicol6gico  en  otros  6rganos,   que

resultan afectados por extractos de MP, como es por ejemplo el coraz6n.
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CONCLUSIONES

-  EI  metodo  montado  en  es{a  tesis  para  evaluar  la  toxicidad  pulmonar  causada  por

extractos    organicos    de    MP    ambiental    tratado    con    metanol    fue    implementado

exitosamente utilizando ratas como modelo de experimentaci6n.

-  Los  parametros  6ptimos  de  medici6n  fueron  determinados  empleando  una  muestra

estandar de  material  particulado,  determinando  que  1  mg  de  extractos  de  MP tratado

con  metanol  instilado  por rata  permite mediciones significativas transcurridas 24  horas

post-instilaci6n.

-   Las  muestras  de  aire  colectadas  en  Santiago  generaron  una  respuesta  t6xica  bajo

las  condiciones  optimizadas  en  esta  tesis.   La  fracci6n  fina  del  material  particulado

produjo una mayor respuesta t6xica que la fracci6n gruesa del material parficulado.
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