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1. INTRODUCCION

La urbanizacién y la industrializacién van acompafiadas
del consumo de energiay de la emision a la atmdsfera de
cantidades significativas de contaminantes que
representan un importante impacto en la calidad del
aire, impulsando el cambio climatico global y
suponiendo un importante riesgo para la salud humana.
Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
estima que la contaminacién atmosférica provoca hasta
9 millones de muertes al afio y la pérdida de millones de
afios de vida sana en todo el mundo [1,2].

El material particulado atmosférico (PM) es uno de los
principales contaminantes del aire, y esta constituido
por particulas sélidas y liquidas con diferente
composicion, tamafos, formas y propiedades o6pticas,
dependiendo del origen (natural o antropogénico) y de
las transformaciones fisicas y/o quimicas que se
producen durante su el transporte en la atmdsfera.

La inhalacion del PM representa una importante via de
exposicion para los seres humanos, siendo clasificado
como cancerigeno por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) [3]. Varios estudios
epidemiolégicos han asociado la exposiciéon al PM con
efectos negativos en la salud humana (como Ila
disminucién de la funcién pulmonar y renal, el cancer de
pulmén, el dano al ADN vy las alteraciones
cardiovasculares, reproductivas y  endocrinas),
traduciéndose en un mayor riesgo de morbilidad y
mortalidad entre las poblaciones expuestas.

Aunque los mecanismos por los cudles el PM ejerce
efectos adversos en la salud humana adn no estan claros,
se cree que la toxicidad del PM depende en gran medida
de la composicién quimica de las particulas y de su
tamafio. El PMio y PMzs (particulas cuyo diametro
aerodindmico es <10 um y <2,5 pm, respectivamente)
han sido las fracciones de PM mas estudiadas. Ademas,
también serfan interesantes los estudios con particulas
de menor tamafio, como el PM1 (<1 pm).

El interés radica en su potencial para penetrar y
depositarse en diferentes regiones del sistema
respiratorio tras su inhalaciéon. Ademas del tamafio, la
composiciéon del PM desencadena los problemas de
salud mas relevantes debido a los efectos adversos que
provoca en el organismo [4].

Al tratarse de un contaminante atmosférico, la
inhalacion es la principal via de exposicién al PM, y son
miles de millones de particulas que penetran en el
sistema respiratorio cada dia. Tras su deposicion en el
mismo, los contaminantes asociados a las particulas
interactian con los diferentes fluidos corporales y
tejidos, pudiendo ejercer sus efectos téxicos localmente

y/o ser absorbidos al torrente sanguineo a través de la
membrana alveolar, representando un mayor riesgo, ya
que podrian alcanzar la circulacion sistémica llegando a
diferentes 6rganos del cuerpo.

Por otra parte, las particulas también estan sometidas a
mecanismos de eliminacién pulmonar, como el
aclaramiento mucociliar, pudiendo ser transportadas al
tracto gastrointestinal, donde podran ejercer su efecto
toxico y/o ser absorbidas en la sangre.

A nivel europeo, en las directivas 2004/107/CE y
2008/50/CE se establecen valores limite de
concentracion de PMio y PMz5 en aire ambiente; asi
como de algunos contaminantes asociados a la materia
particulada, como metales pesados As, Cd, Ni y Pb, y el
benzo(a)pireno (hidrocarburo aromadtico policiclico
(HAP)). La OMS establece valores aiin mas restrictivos,
sin embargo, recientemente la UE ha planteado la
propuesta de revision de las Directivas anteriores, sobre
la calidad del aire ambiente, con el establecimiento de
normas provisionales de calidad del aire de la UE para
2030 mas ajustadas a las directrices de la Organizaciéon
Mundial de la Salud [5].

Los valores limite de las normativas y las actuaciones
derivadas de su aplicacion se basan en el contenido total
de contaminantes en PM. En las ultimas décadas, la
investigacion en los estudios de evaluacion del riesgo en
la salud de la contaminacién atmosférica da un paso mas
alla en la aplicaciéon de la normativa.

Los estudios mds recientes en este campo se encaminan
hacia la determinacién de la fracciéon de contaminante
que puede ser absorbida por el cuerpo humano, mas que
en la determinacion de la concentracion total asociada al
PM, ya que esta ultima podria sobreestimar la toxicidad
del PM.

Asi, se definen:

e la bioaccesibilidad de wuna sustancia como la
concentraciéon maxima de esa sustancia que puede
disolverse en diferentes fluidos corporales, como los
pulmonares (bioaccesibilidad inhalatoria) y los
digestivos/gastrointestinales (bioaccesibilidad oral);

e la biodisponibilidad de una sustancia como la
fraccién de una sustancia, que ademas de disolverse
en los fluidos corporales, se puede absorber a través
de las membranas celulares, como en los alvéolos
pulmonares (biodisponibilidad inhalatoria) o
intestino delgado (biodisponibilidad oral) y llegar al
torrente sanguineo, donde estara “disponible” para
promover su accién toxica en los diferentes érganos
del individuo expuesto (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de las definiciones de bioaccesibilidad y
biodisponibilidad oral e inhalatoria.

Ambos ensayos proporcionan informacién muy valiosa,
al permitir una mejor comprension de cémo las
sustancias pueden interactuar con los organismos,
ayudando a entender la relacion entre las
propiedades/componentes del PM y sus efectos en la
salud humana. Y asi, en los ultimos afos son
frecuentemente utilizados en modelos de evaluacién del
riesgo para la salud, al ser considerados mejores
indicadores que la concentraciéon total por la
sobreestimacion que esta produce.

Los métodos para estimar las bioaccesibilidades y
biodisponibilidades de las sustancias, se pueden
clasificar en: in vivo, experimentando con animales de
laboratorio; in vitro, haciendo ensayos con cultivos
celulares; y ensayos de disolucion in vitro (conocidos
como physiologically-based extraction test, PBET),
siendo este ultimo la alternativa mas extendida debido a
su simplicidad, rapidez, facil control, bajo coste y no ser
éticamente polémico.

Estos ensayos implican el uso de fluidos bioldgicos
simulados (SBFs), para la extraccién de contaminantes
del PM, y condiciones similares a las que se encuentran
en el cuerpo humano, obteniendo las fracciones
bioaccesibles y/o biodisponibles correspondientes.
Posteriormente, dichas fracciones se someten a etapas
de preparacién de muestra y posterior andlisis
instrumental para determinar los compuestos de interés
en las mismas, que dependeran de la naturaleza de los
analitos. Ademas, las bioaccesibilidades y
biodisponibilidades se calculan en porcentaje relativo a
la concentracion total de contaminante en la muestra,
por lo que también serd necesario determinar el
contenido total, requiriendo de metodologia analitica
adecuada para ello.

Esta tematica se encuentra dentro de las lineas de
investigacion del grupo de Quimica Analitica Aplicada
(QANAP) de la Universidade da Coruiia (UDC),
abordandose el estudio de la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de contaminantes en matrices
ambientales mediante ensayos de disolucidn in vitro, asi
como el desarrollo de metodologias analiticas sensibles
que lo permitan. En la presente publicacién, se hace un
resumen de los avances alcanzados en nuestro grupo
para el estudio de la bioaccesibilidad inhalatoria y la
biodisponibilidad oral de contaminantes asociados
al PM.

2. METODOLOGIA

2.1. Ensayos de disolucién in vitro: bioaccesibilidad
inhalatoria y biodisponibilidad oral

Las metodologias de disolucién in vitro se centran el
estudio de la solubilidad de las sustancias en los fluidos
humanos o corporales, siendo un papel clave de su
destino en el organismo: las sustancias disueltas tendran
un mayor potencial para atravesar las membranas
celulares (epitelios) y llegar a la circulacién sistémica,
mientras que las mas insolubles podran ser eliminadas
con mayor facilidad por diferentes mecanismos (se
pueden citar algunos). Los métodos mas actuales
utilizan fluidos simulados (base acuosa) que se pueden
preparar facilmente en el laboratorio, reduciendo la
variabilidad de fluidos bioldgicos entre individuos
(dependiente de circunstancias personales como el
estado de salud, habitos, sexo y edad). En cuanto a las
condiciones de extraccién, los ensayos implican un
proceso de incubacion en el que la temperatura,
agitacion, relaciéon cantidad muestra-fluido simulado
(S/L) y tiempo de extraccion son los principales
parametros a controlar.

Los estudios de bioaccesibilidad in vitro inhalatoria se
centraron fundamentalmente en metal(oid)es [6],
mientras que su aplicacion a compuestos organicos es de
los ultimos afios [7], no existiendo hasta la fecha
estudios publicados de biodisponibilidad inhalatoria.
Por otra parte, los métodos de biodisponibilidad oral in
vitro tuvieron un mayor desarrollo, siendo aplicados
fundamentalmente en alimentos para estudios
nutricionales [8-10]. Como valor afiadido, cabe destacar
que estos métodos se han aplicado extensamente en
estudios farmacolégicos, sirviendo como base para el
desarrollo de fArmacos (y portadores de foirmacos) mas
solubles en fluidos corporales, ya que es una propiedad
crucial para que pueda ejercer sus efectos en el
organismo [11,12]. Como actualmente no existe una
metodologia estandarizada, las condiciones de ensayo
mas adecuadas se seleccionan tras una revision critica y
exhaustiva de la bibliografia disponible. En la Figura 2 se
indica un diagrama de flujo del procedimiento.

Para llevar a cabo los ensayos de bioaccesibilidad
inhalatoria, la disoluciéon de Gamble y el fluido lisosomal
artificial (ALF) son los fluidos pulmonares simulados
(SLFs) mas empleados por ser representativos de
diferentes regiones pulmonares. En base a estudios de
deposicién de particulas en el sistema respiratorio,
ambos fluidos son los recomendados para evaluar PM1o
y PMzs respectivamente (Figura 2A).

Por otra parte, la biodisponibilidad oral se aplica
fundamentalmente a la fraccién gruesa del particulado
(PM1o), al ser las particulas de entre de entre 5-10 pum
las que van a ser eliminadas, con mayor facilidad, por
aclaramiento mucociliar y, a continuacidn, ser
transportadas al sistema digestivo. Por ello, en la
simulacién, las muestras son sometidas a una primera
fase gastrica (utilizando pepsina) y a continuacién, una
fase intestinal (con una disolucién de pancreatina y sales
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biliares) en la que se incluye una membrana de dialisis
para simular el paso de sustancias del intestino delgado
alasangre (disolucién tampdn aceptora: sal disédica del
acido  2-[4-(2-sulfoetil)piperazin-1-il]etanosulfénico,
PIPES) (Figura 2B).
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Figura 2. Esquema de los procedimientos empleados para el estudio
de: (A) bioaccesibilidad inhalatoria y (B) biodisponibilidad oral.

En este contexto, las Dbioaccesibilidades y
biodisponibilidades no estan solamente afectadas por
las condiciones de ensayo seleccionadas, sino también
los factores internos relacionados con las propiedades
de las sustancias quimicas (por ejemplo, la
hidrofobicidad) y de la naturaleza de las matrices objeto
de estudio. Por este motivo, los estudios de
bioaccesibilidad y/o biodisponibilidad son
frecuentemente acompafiados de estudios de
caracterizaciéon quimica de las muestras.

2.2. Determinacién del contenido total y en las
fracciones bioaccesibles/biodisponibles de diversos
contaminantes

Los primeros estudios que se abordaron en el grupo
fueron los de bioaccesibilidad inhalatoria de
compuestos organicos para las dos fracciones
granulométricas (PM1oy PMz;5). Asi, para HAPs en PMy,
se analiz6 el contenido total mediante una extraccion
asistida por microondas (MAE), clean-up por extracciéon
en fase solida (SPE) y posterior andlisis por
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon con
deteccién de fluorescencia (HPLC-FLD), mientras que
para los HAPs disueltos en la disoluciéon de Gamble
(fraccién bioaccesible inhalatoria de PMio) se empled

una microextraccion liquido-liquido asistida por vortex
(VALLME) y cuantificacién mediante HPLC-FLD [13].

Se contindan los estudios con la fraccién granulométrica
mas fina (PMz;5) ampliando el abanico de contaminantes
a 5 familias de compuestos organicos: HAPs, ftalatos
(PAEs), retardantes de llama organofosforados (OPFRs),
compuestos de almizcle sintéticos (SMCs) y bisfenoles
(BPs) con el desarrollo y aplicacion de métodos
multiresiduo. Para el contenido total se realiz6 una
extracciéon mediante ciclos de extraccion so6lido-liquido
asistida por ultrasonidos + voértex (UASE + vortex),
clean-up por extraccion dispersiva en fase s6lida (d-SPE)
asistida por vértex y un paso final de determinacion
mediante inyeccién con vaporizacién a temperatura
programada-cromatografia de gases-espectrometria de
masas en tdndem (PTV-GC-MS/MS) [14]. Para analizar
los contaminantes disueltos en el fluido ALF (fracciones
bioaccesibles inhalatorias de PMg2s) se realiz6 una
extraccion VALLME (con adiciéon de NaCl) y posterior
cuantificacion por PTV-GC-MS/MS [15].

Paralelamente en el tiempo, se han realizado estudios de
biodisponibilidad oral de HAPs y metal(oi)es con el
desarrollo de metodologia analitica para su aplicacién.
Los HAPs totales en PMi1o se analizaron con mediante
extraccion con agua caliente presurizada (PHWE),
extraccion liquido-liquido asistida con membrana
(MASE) y cuantificacién con PTV-GC-MS/MS (debido ala
mayor cantidad de muestra empleada) [16], mientras
que los metal(oid)es totales se analizaron mediante
digestion 4acida y posterior determinacién con
espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente ICP-MS [18]. Los HAPs se extrajeron de
la disoluciéon tampén aceptora (PIPES) (fraccion
biodisponible oral) mediante VALLME-HPLC [17], y los
metal(oid)es disueltos en el PIPES fueron determinados
directamente por ICP-MS.

Las validaciones de los métodos se realizaron en
términos de linealidad, limites de cuantificacién y
deteccion (LODs y LOQs), recuperaciones analiticas,
repetibilidad y precisién intermedia.

En algunos casos, las metodologias analiticas empleadas
para la  determinacion de las fracciones
bioaccesibles/biodisponibles y totales fueron validadas
de forma conjunta a través balances de masa empleando
muestras reales y materiales de referencia certificados
(SRM 1648a, ERM-CZ100 y ERM-CZ120) de PM.

Para ello, se analizaron las fracciones no-
bioaccesibles/no-biodisponibles usando metodologias
de contenido total y se realizd la comparacién
estadistica entre y el contenido total y el sumatorio de
las fracciones bioaccesible/biodisponible y no-
bioaccesible/no-biodisponible, para cada analito.

En general, se obtuvieron resultados de validacion
satisfactorios para la mayoria de los analitos bajo
estudio, mostrandose un resumen de las metodologias
empleadas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Detalles, recuperaciones analiticas (R, %), limites de
cuantificacion (LOQs) y referencias (Ref) de las metodologias
empleadas para los diferentes estudios.

i i LOQs

Analitos, matrizy R (%) Q Ref

metodologia (pg m-3)

Bioaccesibilidad inhalatoria de HAPs en PM1o
Contenido total 53561
16 HAPs en PMyo Balance de masa ,
(79 -111)
Fraccién bioaccesible [13]
muestra de PMioy
16 HAPs en ERM-CZ100 2,9-675

disolucion de Gamble

Bioaccesibilidad inhalatoria multiresiduo en PMz s
HAPs 83-107 | 4,6-1790
Contenido total PAEs | 57-115 | 2,3-272
18 HAPs, 12 PAEs, 12 | oppRs | 37-127 | 23-272 | [14]
OPFRs, 6 SMCs y 2
bisfenoles en PMzs SMCs 90-107 | 81,2-307
BPs 89 -96 2,3-272

HAPs 62-114 2,5-553
PAEs 81-120 1,4-302

Fraccion bioaccesible
18 HAPs, 12 PAEs,
11 OPFRs, 6 SMCsy2 | OPFRs | 53-156 3,1-271 [15]

bisfenoles en
disolucién ALF SMCs 98-114 | 0,39-138

BPs 88-89 314 - 375
Biodisponibilidad oral de HAPs y metal(oid)es en PM1o

Contenido total
1,2-175,0 [16]

16 HAPs en PM1o Balance de masa
Fraccién biodisponible (74-115)
16 HAPs en ERM-CZ100 0,01-0,52 | [18]

disolucion PIPES

Contenido total y Balance de masa

fraccion _
biodisponible (82-108) 31,2 -4400 | [17]
16 metal(oid)es en SRM 1648a
ERM-CZ120

PMioy en PIPES

3. RESULTADOS

3.1. Bioaccesibilidad inhalatoria de HAPs en PM1o y
PMz;s

Se evalué la bioaccesibilidad inhalatoria de 12 HAPs en
muestras de PM1o (n=65) y PMz5 (n=52) recogidas en
una zona urbana de A Corufia [13] y en otra industrial de
Vigo [15] durante el afio 2017, obteniéndose ratios de
bioaccesibilidad medias de 23% y 31 %,
respectivamente. Ademads, se observd una correlaciéon
(Spearman) negativa entre la hidrofobicidad de los HAPs
(logaritmo de los coeficientes de particién octanol-agua,
logKow) y las ratios de bioaccesibilidad inhalatoria de
HAPs en muestras de PMio al 95 % de confianza,
mientras que no se observo para PMzs (Tabla 2).
Asimismo, se exploraron las correlaciones, mediante
analisis de componentes principales (PCA), de las ratios
de bioaccesibilidad de HAPs con otras caracteristicas del
PM: iones mayoritarios, contenido carbonoso (carbono
negro equivalente, eBC; materia absorbente de
radiacion ultravioleta, UVPM) y metal(oid)es traza. En el
caso de PM1o se observa una correlaciéon negativa con el
contenido carbonoso, mientras que es positiva para el
PMz;s (Tabla 3).

Tabla 2. Coeficiente de correlacién Spearman (con su p-valor asociado
entre paréntesis) y correlaciones obtenidas mediante el PCA.

PMx Coeficiente Spearman Correlaciones PCA
(p-valor)
PM -0,850 Correlacién negativa con: eBC,
10 (<0,01) UVPM, Cl-, Na*, Mg?*, Sby Cu
Correlacion positiva con: eBC,
PM —a UVPM y NO3~
28 (0,380) Correlacién negativa con: SO4
y NHa*

a No existe correlacion al 95 % de confianza, p-valor >0,05

Atendiendo a la bibliografia disponible, estas diferencias
podrian atribuirse a los diferentes pH y composiciones
de los SLFs empleados para la evaluacion de cada una de
las fracciones, mas que ala composicién del PM. Por otra
parte, la presencia de algunos iones o metal(oid)es
podrian dificultar la movilizacién de HAPs al SLF.

3.2. Bioaccesibilidad inhalatoria de otros
compuestos organicos en PMz5

Para el PM2;s recogido en un area industrial préximo a
Vigo, también se estimaron las ratios de bioaccesibilidad
inhalatoria de 2 ftalatos (PAEs), 3 retardantes de llama
organofosforados (OPFRs) y para el bisfenol A (BPA)
[15]. De entre todos ellos, el BPA fue el contaminante
que mostr6 la mayor ratio de bioaccesibilidad
inhalatoria (83% de media), mientras que para los PAEs
y OPFRs, se obtuvieron bioaccesibilidades promedio del
41 % y 68 %, respectivamente. Para estos compuestos,
se observd una correlacién inversa entre las
bioaccesibilidades y sus logKow (coeficiente de
Spearman de -0,829, p-valor=0,03) en las muestras
estudiadas, lo que sugeriria una mayor influencia de sus
hidrofobicidades que para los HAPs.

En cuanto a la correlacion con los componentes del PM,
se observaron correlaciones positivas con el contenido
carbonoso del PM (al igual que para los HAPs en PM3s),
ademads de para otros iones (Tabla 3). Sin embargo, no
se encontré6 ninguna correlaciéon entre la
bioaccesibilidad del BPA y los componentes del PM
considerados.

Tabla 3. Correlaciones obtenidas mediante el PCA para los PAEs,
OPFRs y BPA.

Compuestos

Correlaciones PCA
Correlacion positiva con: eBC, UVPM, S042-, C204%",
PAEs NHs*y K*
Correlacién negativa con: Cl-, NO3~y Na*

Correlacién positiva con: eBC, UVPM y Ca*

OPFR:
S Correlacién negativa con: NO3-

BPA No se encontro correlacion

3.3. Biodisponibilidad oral de HAPs y metal(oid)es
en PM1o

El estudio de la biodisponibilidad oral se realizdé con
muestras de PMio recogidas en el drea de A Corufia
durante el afio 2015, enfocandose en HAPs [19] y
metal(oid)es [18]. En el caso de los HAPs, la ratio de
biodisponibilidad promedia fue del 0,7 %, siendo muy
inferior a las ratios de bioaccesibilidad oral encontradas
en la bibliografia, probablemente debido a la inclusion
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de una membrana de dialisis en el ensayo PBET. Por otra
parte, se estimd una biodisponibilidad media del 28 %
para metal(oid)es, pudiendo atribuirse a su mayor
solubilidad en disoluciones acuosas, como son los
fluidos simulados. A través de los balances de masa
realizados, no se aprecia que exista degradaciéon de
HAPs durante el ensayo in vitro.

4. CONCLUSIONES

En el presente articulo se muestran algunos de los
resultados obtenidos por el grupo de investigacion
QANAP relativos al estudio de la bioaccesibilidad
inhalatoria y biodisponibilidad oral de contaminantes
asociados al PM, demostrando su interés dado el
potencial que podrian tener muchos de estos
compuestos para solubilizarse en fluidos bioldgicos y ser
absorbidos en la sangre, pudiendo llegar a diferentes
6rganos por circulacién sistémica. Con el objetivo de
obtener resultados mas realistas, se seleccionaron los
pardmetros de ensayo mas apropiados basandose en
una revision critica y exhaustiva de la bibliografia al
respecto, suponiendo un avance hacia una futura
estandarizacion y obtener resultados mas comparables
entre si. También, la metodologia analitica desarrollada
resulta ventajosa al ser herramientas interesantes para
futuros trabajos en el campo. Por otra parte, se evidencia
la complejidad de este tipo de estudios, ya que se
encontraron  algunas correlaciones entre las
bioaccesibilidades y las caracteristicas del PM, variando
con las fuentes de generacion.

5. NUEVOS RETOS

A la vista de los resultados obtenidos, y con el fin de
contribuir en este campo, el grupo sigue avanzando en la
investigacion con: (1) el estudio mas exhaustivo de la
correlacion de las bioaccesibilidades y
biodisponibilidades con el origen de PM (fuentes
emisoras); (2) la aplicacion de las disoluciones ALF y
Gamble en las mismas muestras de PM para evaluar el
efecto de sus propiedades; (3) del estudio de la
biodisponibilidad inhalatoria incluyendo una
membrana de dialisis, como para la biodisponibilidad
oral; (4) explorar la posible degradacién de los
contaminantes durante los ensayos PBET in vitro; (5)
estimar y comparar las ratios de bioaccesibilidad y
biodisponibilidad con ensayos quimicos de estimacion
del riesgo (potencial oxidativo) o estudios de
citotoxicidad empleando cultivos celulares.
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