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Resumen 

Los volcanes son aberturas dentro de la corteza terrestre que se forman en los bordes 

de las placas tectónicas de la Tierra, cuando estos erupcionan liberan ceniza, siendo 

este uno de los fenómenos volcánicos más peligrosos. Las erupciones de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, han generado un aumento en las visitas a las salas 

de emergencia, debido a la incidencia de infecciones respiratorias, y por problemas 

dérmicos, oculares y gastrointestinales. Sin embargo, en Ecuador se han reportado 

pocos estudios sobre la influencia de la ceniza volcánica en la salud de las personas, 

por lo que, el objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de tres cenizas 

volcánicas en una línea celular humana mediante ensayos de estrés oxidativo y PCR 

punto final. Para ello se expuso, células epiteliales alveolares de adenocarcinoma 

humano (A549) a diferentes concentraciones de ceniza de los volcanes Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua, durante 24 y 72 horas, para evaluar la viabilidad celular 

mediante el ensayo MTT, el estrés oxidativo y nitrosativo mediante los ensayos de la 

superóxido dismutasa (SOD) y el ensayo de Griess, el daño celular mediante el ensayo 

de la lactato deshidrogenasa (LDH), y la expresión de las citocinas inflamatorias, IL-1β, 

IL-6, e IL-8, mediante una PCR punto final. Los resultados obtenidos mostraron que la 

ceniza de los tres volcanes analizados, producen una disminución en la viabilidad de las 

células A549 y un aumento es las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, 

desarrollándose un estrés oxidativo y nitrosativo, lo que provoca un incremento de la 

respuesta proinflamatoria. 

Palabras clave: 

• VIABILIDAD CELULAR 

• ESTRÉS OXIDATIVO Y NITROSATIVO 

• MARCADORES INFLAMATORIOS 
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Abstract 

Volcanoes are openings in Earth's crust that form on the edges of the Earth's 

tectonic plates, when they erupt, they release ash, this being one of the most dangerous 

volcanic phenomena. The eruptions of the Cotopaxi, Pichincha and Tungurahua 

volcanoes have generated an increase in visits to emergency rooms, due to the 

incidence of respiratory infections, and skin, eye and gastrointestinal problems. 

However, in Ecuador few studies have been reported on the influence of volcanic ash on 

people's health, therefore, the objective of this research was to evaluate the effect of 

three volcanic ash on a human cell line using oxidative stress tests and endpoint PCR. 

For this, human adenocarcinoma alveolar epithelial cells (A549) were exposed to 

different concentrations of ash from the Cotopaxi, Pichincha and Tungurahua volcanoes, 

for 24 and 72 hours, to evaluate the cell viability by MTT assay, oxidative and nitrosative 

stress by the superoxide dismutase (SOD) assays and the Griess assay, cell damage by 

the lactate dehydrogenase (LDH) assay, and the expression of inflammatory cytokines, 

IL-1β, IL-6, and IL-8, using an endpoint PCR. The results obtained showed that the ash 

from the three analyzed volcanoes produced a decrease in the viability of A549 cells and 

an increase in reactive oxygen and nitrogen species, developing oxidative and 

nitrosative stress, which causes an increase in the pro-inflammatory response. 

 

Keywords: 

• CELLULAR VIABILITY 

• OXIDATIVE AND NITROSATIVE STRESS 

• INFLAMMATORY MARKERS 

 



22 
 

CAPÍTULO I: Introducción 

 

Antecedentes 

Un gran porcentaje de los volcanes activos se encuentran en Latinoamérica y el 

Caribe, mostrando su capacidad destructiva a través de la historia (González & 

Carranza, 2015). Horton & McCaldin (1964), documentaron el daño provocado por la 

ceniza de Irazú – Costa Rica, siendo el primer estudio que menciona que la ceniza 

proveniente de los volcanes, puede exacerbar enfermedades pulmonares preexistentes, 

e irritar de forma aguda, tanto el tracto respiratorio como los ojos. Y en 1979, posterior a 

la erupción del volcán La Soufrière – San Vicente, se informó la presencia de bronquitis 

asmática en bebés previamente sanos (Peter & Baxter, 2006).  

La erupción del volcán Santa Helena – Estados Unidos, el 18 de mayo de 1980, 

atrajo la atención científica respecto a los efectos adversos producidos por las cenizas 

volcánicas en la salud de las personas, ya que la erupción ocurrió antes de que se 

hubieran elaborado planes de contingencia. Una de las principales preocupaciones era 

el desarrollo de asma y de silicosis, debido a una exposición prolongada de ceniza 

respirable que contenía sílice cristalina. Posterior a la erupción se realizaron estudios in 

vitro para establecer los posibles efectos adversos de la ceniza del monte St. Helena 

sobre la salud, encontrándose que la ceniza causaba toxicidad celular, pero era menos 

tóxica que el DQ12 o cuarzo, y similar a otros minerales de baja toxicidad  (Peter & 

Baxter, 2006).  
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Estudios realizados por Buist et al., 1986, y Johnson et al., 1982, encontraron 

que la ceniza no era tóxica ya que no estimulaba a los macrófagos y no causaba una 

respuesta inflamatoria. Concluyéndose que la ceniza volcánica del monte St. Helena, 

era mucho menos tóxica que la sílice cristalina, pero podía producir fibrosis pulmonar 

cuando las personas estaban en contacto con grandes dosis y durante largos períodos 

de tiempo.  

Vallyathan, Robinson, & Reasor (1984), publicaron el único estudio comparativo 

in vitro de cenizas de tres volcanes diferentes: el monte Santa Helena – Estados 

Unidos, Galunggung – Indonesia y El Chichón – México. En el cual, se realizaron 

pruebas de hemólisis y ensayos de citotoxicidad de macrófagos alveolares; 

encontrándose que todas las muestras fueron tóxicas para los macrófagos, pero la 

ceniza de Galunggung y El Chichón fueron más potentes que la del monte Santa 

Helena. La hemólisis fue menor para los tratamientos con ceniza que para el cuarzo y el 

nivel de toxicidad se correlaciona con el área de superficie de las muestras. Además, el 

contenido de sílice cristalina de las muestras (<10 μm) varió de 1.50–1.95%. 

El monte Sakurajima – Japón, ha estado en erupción desde 1955; tiene 

frecuentes explosiones, por lo tanto, la población de la isla de Kagoshima está expuesta 

constantemente a ceniza volcánica. Las erupciones volcánicas son 

andesíticas/dacíticas, aproximadamente unas 1100 toneladas/km2 de cenizas se 

depositan cada mes alrededor del monte Sakurajima, generando preocupación por el 

peligro potencial para la salud humana (Peter & Baxter, 2006). Yano et al., (1985), 

examinaron la citotoxicidad in vitro de la ceniza y su capacidad para provocar 

respuestas inflamatorias, demostrándose que la ceniza produjo poca citotoxicidad en los 

cultivos celulares y fue considerablemente menos tóxica que el óxido de titanio (TiO2), 

que se usó como control. 
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Además del monte Santa Helena, los volcanes que han sido estudiados para 

determinar el peligro de sus cenizas en la salud de las personas, son: el monte Pinatubo 

- Filipinas, el monte Spurr - Alaska, el Popocatépetl - México, el Cerro Negro - 

Nicaragua, el Ruapehu - Nueva Zelanda y los montes Tungurahua, Guagua Pichincha y 

el Reventador - Ecuador (Peter & Baxter, 2006).  

Sin embargo en Ecuador, solo se han realizado pocas investigaciones sobre el 

efecto de las cenizas en el bienestar de las personas (Cifuentes et al., 2017).  

Justificación 

La expulsión de material piroclástico (ceniza o piedras pómez), es uno de los 

fenómenos volcánicos más subestimados y uno de los más peligrosos, debido a que la 

ceniza puede dispersarse varios kilómetros desde el centro de emisión afectando a 

zonas alejadas del volcán (Toulkeridis & Zach, 2017). Además, los depósitos de ceniza 

pueden permanecer en el ambiente durante varios años o décadas y en las regiones 

áridas puede conservarse durante millones de años pudiendo dispersarse por las 

ventiscas y causar efectos similares a la erupción original (Ruggieri et al., 2011).  

Las erupciones volcánicas producen nanopartículas respirables de forma natural 

(Cervini-Silva et al., 2014), pero la composición mineral y el tamaño de las partículas de 

ceniza varía entre volcanes y entre erupciones de un mismo volcán (Organización 

Panamericana de la Salud, 2005). Por lo tanto, se debe realizar más análisis de los 

efectos nocivos producidos por el contacto con ceniza en la salud humana, ya que 

existen asentamientos humanos junto a volcanes activos en todo el mundo y las 

poblaciones se siguen expandiendo rápidamente (Cervini-Silva et al., 2014). 
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En Ecuador la inhalación de ceniza volcánica ha sido un problema de salud 

importante; causando irritaciones en las membranas mucosas del tracto respiratorio 

superior y una exacerbación de enfermedades pulmonares durante y después de una 

gran caída de ceniza (Naumova et al., 2007).   

El volcán Tungurahua erupcionó en 1999, produciendo emisiones constantes de 

ceniza (Instituto Geofísico, 2014) lo que provocó la evacuación de 26000 personas 

ubicadas en el área rural a sotavento del volcán (Organización Panamericana de la 

Salud, 2005). En el mismo año erupcionó el Guagua Pichincha (Peter & Baxter, 2006) 

liberando ceniza (Grob et al., 2012) de grano muy fino en sus alrededores (Aguilera et 

al., 2018). El Reventador, erupcionó sin previo aviso en el 2002 (Toulkeridis & Zach, 

2017) generando una columna de ceniza de 15000 metros que se dispersó en las 

provincias de Pichincha, Napo y Sucumbíos (Programa de las Naciones Unidas para el 

Desarrollo, 2005). Y en el año 2015 el volcán Cotopaxi comenzó su nuevo periodo 

eruptivo, expulsando una elevada cantidad de ceniza la cual se esparció por 48 km2 

afectando a las localidades del cantón Mejía y el sur de Quito (Global Volcanism 

Program, 2016).  

Después de estos eventos eruptivos, aumentaron las visitas a las salas de 

emergencia, principalmente de niños (Sierra et al., 2018) debido a la incidencia de 

infecciones respiratorias en las vías aéreas superiores como rinofaringitis, faringitis, 

amigdalitis, laringitis, otitis y rinitis; de las vías aéreas inferiores como bronquitis, 

neumonía, tuberculosis y asma bronquial; de los sistemas dérmico (dermatitis), ocular 

(conjuntivitis) y gastrointestinal al comparar con datos de años anteriores (Ministerio de 

Salud Pública del Ecuador, 2000).  
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La ceniza del estratovolcán Tungurahua está compuesta principalmente por 

oxido de silicio (SiO2) (58%) (Alvarez & Avilés, 1999), el cual desencadena una reacción 

inflamatoria pulmonar (Maldonado et al., 2018) denominada silicosis, esta afección se 

ha encontrado en poblaciones que viven alrededor del volcán Tungurahua y han tenido 

contacto prolongado con su ceniza (Organización Panamericana de la Salud, 2005).  

Además la sílice puede aumentar el riesgo de desarrollar tuberculosis 

(Organización Panamericana de la Salud, 2005) ya que produce una sequedad de las 

mucosas del aparato respiratorio facilitando el crecimiento bacteriano (Maldonado et al., 

2018).  

Una de las preocupaciones del gobierno es que entre el 33% y 48% de las 

personas que viven cerca de los volcanes dentro de las zonas de riesgo afectadas por 

la ceniza volcánica, tienen poca información sobre las consecuencias de la erupción y 

sobre su propia seguridad (Loaiza, 2019).  

En Ecuador pocos estudios se han reportado sobre la influencia de la ceniza 

volcánica del Guagua Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua en la salud humana (Cifuentes 

et al., 2017), por lo que esta investigación contribuirá al entendimiento del estrés 

oxidativo y expresión de factores inflamatorios en células pulmonares humanas 

cancerígenas después de haber sido expuestas a ceniza volcánica. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar el efecto de tres cenizas volcánicas en una línea celular humana 

mediante ensayos de estrés oxidativo y PCR punto final. 

Objetivos Específicos 

Evaluar el efecto de tres cenizas volcánicas en células epiteliales alveolares de 

adenocarcinoma humano (A549) mediante el ensayo MTT (bromuro de [3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). 

Analizar el daño a nivel celular después de la exposición a tres cenizas 

volcánicas mediante los ensayos de lactato deshidrogenasa (LDH), óxido nítrico (NO) y 

superóxido dismutasa (SOD). 

Determinar la expresión de marcadores inflamatorios expresados en las células 

después de su exposición a tres cenizas volcánicas mediante la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 
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CAPÍTULO II: Marco Teórico 

 

Volcanes 

Los volcanes son aberturas dentro de la corteza terrestre que se forman en los 

bordes de la placa tectónica de la Tierra, permiten que roca fundida o magma llegue 

desde debajo de la corteza a la superficie. Cuando ocurre la erupción se libera lava, 

gases, rocas y cenizas (Donald, 2016).  

Figura 1 

Ubicación de los volcanes en el mundo. 

 

Nota. Tomado de Lipid peroxidation and cytotoxicity induced by respirable volcanic ash 

(p. 239), por Cervini-Silva et al, 2014, Journal of Hazardous Materials. 
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Actualmente existen 500 a 600 volcanes activos distribuidos por todo el planeta 

(J. Cano, 1994), de los cuales 50 erupcionan cada año (P. Baxter, 2004). El 62% de los 

volcanes se encuentran dispuestos en el borde del océano Pacifico (Figura 1). 

Alrededor de 400 a 500 volcanes se encuentran en áreas de subducción, en donde las 

placas tectónicas están sujetas a una comprensión (P. Baxter, 2004), esto sucede con 

América Central y la costa oeste del continente sudamericano situadas dentro del 

“Cinturón de Fuego”, un camino ubicado a lo largo del Océano Pacífico que se extiende 

desde México hasta Chile en la región Americana (OCHA, 2019).  Estos volcanes 

suelen tener erupciones violentas con una liberación de elevadas cantidades de ceniza 

(P. Baxter, 2004).  

Volcanes Del Ecuador 

Existen 250 volcanes distribuidos en todo el Ecuador, alrededor de 20 volcanes 

estuvieron activos en el siglo pasado los cuales pertenecen a la Zona Volcánica Norte 

de los Andes que es parte del Cinturón de Fuego del Pacífico (Toulkeridis & Zach, 

2017).  

La cordillera de los Andes atraviesa de norte a sur en el territorio ecuatoriano 

presentando tanto volcanes activos como inactivos (Plasencia, 2015), el registro de las 

erupciones volcánicas data de hace 6000 años (Leonard et al., 2005; Toulkeridis & 

Zach, 2017) siendo el segundo fenómeno natural más importante en Ecuador (Biass & 

Bonadonna, 2013). Las erupciones más frecuentes en el país ocurren por volcanes 

andesíticos (volcanes de cono), producen muchos flujos de lava y sus erupciones son 

explosivas produciendo caída de ceniza y flujos piroclásticos. En los últimos 17 años, 

cinco volcanes han presentado actividad volcánica con miles de erupciones, estos son: 

Cotopaxi, Reventador, Guagua Pichincha, Sangay y Tungurahua (Figura 2) (Leonard et 

al., 2005; Toulkeridis & Zach, 2017). 
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Figura 2 

Volcanes activos de Ecuador, que erupcionaron los últimos 17 años y generaron nubes 

de ceniza. 

 

Nota. Tomado de Ecuador: Volcanic eruption – Situation map, por International 

Federation of Red Cross and Red Crescent Societies, 2006, OCHA Services. 
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Cotopaxi 

El Cotopaxi es el estratovolcán activo más alto del mundo (5897 m) (Plasencia, 

2015) y uno de los volcanes más conocidos del Ecuador (Leonard et al., 2005; 

Plasencia, 2015), ubicado a 50 km del sureste de Quito (Naranjo, 2007) en la parte 

Oriental de la Cordillera de los Andes (Biass & Bonadonna, 2013). Se formó hace 5000 

años atrás y ha tenido varias erupciones: 32 en 1800, de las cuales 3 fueron las más 

violentas; también se produjeron erupciones en 1903 a 1914, 1922, 1926, 1931, 1939, 

1940 y 1942 (Leonard et al., 2005); en el 2015 se registró nuevamente actividad del 

volcán Cotopaxi después de casi 70 años de permanecer inactivo (Figura 3) (Secretaria 

de Gestión de Riesgos, 2015).  

Su actividad volcánica representa un peligro, debido a sus frecuentes erupciones 

(Plasencia, 2015), caída de lava, la expulsión de piroclastos y ceniza hacia las zonas 

rurales alrededor del volcán (Leonard et al., 2005), pudiendo afectar una parte muy 

significativa de la Sierra y la Costa del Ecuador (Plasencia, 2015). 

Figura 3 

Volcán Cotopaxi. 

 

Nota. Tomado del Instituto Geofísico – EPN. https://www.igepn.edu.ec/. 
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Guagua Pichincha 

El estratovolcán Guagua Pichincha, está ubicado en la cordillera de los Andes a 

20 km al oeste de Quito (Leonard et al., 2005). La erupción más grande de este volcán 

se desarrolló en el año 1660, las cenizas se esparcieron en un radio de 1000 km 

formando una capa con un espesor de 30 cm en la ciudad de Quito (Global Volcanism 

Program, 1993). Se han producido erupciones posteriores en: 1800, 1930, 1939, 1968, 

1981, 1985, 1990, 1993 y 1998-2001; esta última afectó a Quito y zonas aledañas 

debido a la expulsión de piroclastos y la dispersión de la ceniza por el viento (Figura 4) 

(Leonard et al., 2005). 

Figura 4 

Volcán Guagua Pichincha. 

 

Nota. Tomado del Instituto Geofísico – EPN. https://www.igepn.edu.ec/. 
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Tungurahua 

El estratovolcán Tungurahua se encuentra a 33 km de Ambato y a 8 km de la 

ciudad de Baños, posee una altura de 5023 m con forma de cono (Le-Pennec et al., 

2005). Se han producido varias erupciones en los años: 1857, 1885-1888, 1900, 1916-

1925, 1944 y 1999; esta última erupción se caracterizó por fuertes, violentas y 

repentinas explosiones, flujos de lava, lahares, piroclastos y expulsiones de ceniza que 

afectó a Baños y zonas rurales (Leonard et al., 2005).  

En 2011 se produjo una actividad esporádica del Tungurahua la cual continuo 

hasta marzo de 2016, registrándose explosiones múltiples, columnas de ceniza de 3 a 8 

km2, bloques incandescentes y emisiones de dióxido de azufre (SO2); afectando a 

varias comunidades como: Cotaló, El Manzano, Bilbao, Pillate, Ambato, Tisaleo, 

Riobamba y Quero (Figura 5) (Global Volcanism Program, 2018). 

Figura 5 

Volcán Tungurahua. 

 

Nota. Tomado del Instituto Geofísico – EPN. https://www.igepn.edu.ec/. 
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Ceniza Volcánica 

La ceniza volcánica es un producto importante en las erupciones (Langmann, 

2013); cuando se produce la actividad volcánica se emite roca, que por la fuerza a la 

que es expulsada se convierte en arena o polvo, con un tamaño entre los 0.004 a 2 mm 

de diámetro (Sierra, 2012), estas partículas finas provenientes de roca volcánica 

fragmentada es la ceniza volcánica (Red Internacional de Riesgos para la Salud 

Volcánica, 2019); la cual está conformada por una combinación de fragmentos 

magmáticos heterogéneos cristalinos (minerales) y amorfos (vidrio) (Damby et al., 

2018). 

Generalmente, se distinguen tres mecanismos mediante los cuales se forma la 

ceniza volcánica (Langmann, 2013; Vallejo, 2011), estos son: 

• Erupciones Magmáticas. Se produce cuando el magma que contiene 

volátiles disueltos sube por el conducto, disminuyendo la presión y 

generando una erupción volcánica explosiva (Langmann, 2013; Vallejo, 

2011). 

• Erupciones Freatomagmáticas. Se produce cuando el magma 

interacciona con agua o hielo externos, generando una fragmentación 

violenta originando cenizas volcánicas de grano fino, siendo el tipo de 

erupción más poderosa (Hickson et al., 2013; Langmann, 2013; Vallejo, 

2011).  

• Erupciones Freáticas. Se produce cuando el magma entra en contacto 

con vapor o agua caliente, eyectando las partículas desde las paredes 

del cráter (Langmann, 2013; Vallejo, 2011).   
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Sin embargo, se debe tener en cuenta que las condiciones de la erupción 

pueden variar con el tiempo, por lo que todos los procesos de formación de la ceniza se 

pueden producir simultáneamente (Langmann, 2013).  

La composición química de la ceniza volcánica, está determinada 

primordialmente por el tipo de magma a partir del cual se produce, como se puede 

observar en la tabla 1.  

Tabla 1 

Tipos de magma. 

Tipo de magma SiO2 (%P/P) Tfusión (°C) Viscosidad y contenido de gas 

Basáltico 45–52 1000–1200 Bajo 

Andesítico 52–63 800–1000 Intermedio 

Dacítico 63–68 840–900 Alto 

Riolítico 68–75 650–1000 Alto 

Nota. Tomado de Volcanic Ash versus Mineral Dust: Atmospheric Processing and 

Environmental and Climate Impacts (p. 3), por Langmann, B. 2013. Hindawi Publishing 

Corporation., & de Processes and time scales of dacite magma assembly and eruption 

at Tauhara volcano, Taupo Volcanic Zone, New Zealand, por Millet et al. 2014. 

Geochemistry, Geophysics, Geosystems. 

 

Los distintos tipos de magma varían en sus viscosidades, puntos de fusión y 

contenido volátil (Langmann, 2013). Pero principalmente el contenido de óxido de silicio 

(SiO2), puede variar entre un 45–75%, permitiendo clasificar el tipo de ceniza expulsada 

(Sierra et al., 2018).  
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Dentro de la composición química de la ceniza también se ha encontrado óxidos 

de hierro (Fe), aluminio (Al) (Sierra, 2012), magnesio (Mg), sodio (Na), calcio (Ca), 

plomo (Pb), y potasio (K), además de metales pesados como zinc (Zn), cromo (Cr), 

mercurio (Hg), vanadio (V), níquel (Ni) y cobalto (Co) (Sierra, 2012), cloruros y fluoruros 

de hidrogeno (HCl, HF), helio (He), bromuro (Br), y radón (Rn) (Sierra et al., 2018). 

En cuanto al tamaño de la ceniza volcánica, este depende de su mecanismo de 

formación, siendo las partículas que tienen un diámetro menor a 1 mm las que 

contribuyen con un 55–97% del peso total de la ceniza (Langmann, 2013). Sin embargo, 

son las partículas que presentan un diámetro menor a los 10 µm las que se desplazan 

grandes distancias antes de precipitar, y pueden penetrar en el pulmón  (Sierra, 2012).  

Por consiguiente, la toxicidad de la ceniza volcánica depende los siguientes 

factores: composición fisicoquímica, concentración, tamaño y su capacidad de 

dispersión (Sierra, 2012), características que pueden variar entre volcanes y entre 

erupciones de un mismo volcán (Plumlee & Ziegler, 2007). 

Ceniza Del Volcán Cotopaxi 

La ceniza emitida por el Cotopaxi en el 2015 era de grano fino y 

extremadamente fino, presentando un diámetro de 30 µm – 2 mm. Las partículas al 

inicio de la erupción fueron densas con una forma angular vesicular, con el paso del 

tiempo, estas se volvieron irregulares a sub-redondeadas mostrando una superficie lisa 

y bordes fracturados. La composición química de la ceniza fue: SiO2 (66%), TiO2 (1.2%), 

Al2O3 (14%), FeO (7%), MnO (1.5%), MgO (1.8%), CaO (4.3%), Na2O (3.3%), K2O (3%), 

Cl (0.07%) y P2O5 (0.6%) (Gaunt et al., 2016; Troncoso et al., 2017). 
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Ceniza Del Volcán Guagua Pichincha 

La ceniza proveniente del volcán Guagua Pichincha emitida en 1999 (Sociedad 

Ecuatoriana de Pediatría, 2007) es una ceniza andesítica cálcica-alcalina (Alvarez & 

Avilés, 1999) de color blanco (Sociedad Ecuatoriana de Pediatría, 2007). Compuesta 

por: SiO2 (64%), TiO2 (0.4%), Al2O3 (16%), Fe2O3 (4.8%), MnO (0.08%), MgO (2.3%), 

CaO (4.7%), Na2O (4%), K2O (1.7%) y P2O5 (0.2%) (Alvarez & Avilés, 1999). 

Ceniza Del Volcán Tungurahua  

La ceniza proveniente del estratovolcán Tungurahua tiene un color gris 

(Sociedad Ecuatoriana de Pediatría, 2007), con una densidad de 1.4 g/cm3 y una textura 

arenosa (Guevara et al., 2009). Compuesta por: SiO2 (58%), TiO2 (0.8%), Al2O3 (17%), 

Fe2O3 (7%), MnO (0.10%), MgO (4%), CaO (6.5%), Na2O (4%), K2O (1.7%) y P2O5 

(0.33%) (Alvarez & Avilés, 1999). 

Estructura Y Funciones Del Sistema Respiratorio 

La oxigenación de la sangre es la principal función del sistema respiratorio, 

gracias a la interrelación que existe con su estructura. La vía aérea de este sistema se 

clasifica en superior (vía extratorácica) o inferior (vía intratorácica) (Figura 6) (Trinidad & 

Concha, 2018).  

El tracto respiratorio superior está formado por: (1) nariz y fosas nasales, que 

filtran y acondicionan el aire inhalado; (2) senos paranasales; (3) boca; (4) faringe, que 

constituye el extremo común superior entre el tubo respiratorio y el digestivo, ya que 

conduce los alimentos al esófago y el aire hacia la laringe y los pulmones; (5) laringe, es 

la estructura encargada de coordinar la respiración y la fonación; y (6) tráquea, el cual 

es un tubo ancho formado por cartílagos, que brindan la rigidez en la estructura de la 

vía aérea e impide el colapso durante la respiración (Reiriz, 2014; Trinidad & Concha, 

2018).  
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Y el tracto respiratorio inferior está conformado por: (1) bronquios, que son dos 

tubos formados por cartílago que se dirigen a cada pulmón; (2) bronquiolos, que son 

divisiones adicionales de la tráquea, esenciales para limpiar, humedecer y calentar el 

aire inhalado; (3) pulmones, los cuales son los principales órganos para la respiración; y 

(4) alveolos, que son sacos pequeños de aire, formados por una sola capa de células 

alveolares de tipo I y tipo II (neumocitos) para asegurar el intercambio gaseoso (Hakim 

& Usmani, 2014; Trinidad & Concha, 2018). 

Dentro de las funciones del sistema respiratorio, la obtención de oxígeno desde 

el exterior para su distribución en los tejidos y la generación de energía (Trinidad & 

Concha, 2018), es de vital importancia para el ser humano. Así como la posterior 

eliminación del dióxido de carbono (CO2) al exterior, generado por el metabolismo 

celular (Reiriz, 2014). Este sistema también interviene en el equilibrio ácido-base al 

remover el CO2; en el metabolismo y procesamiento de materiales bioactivos en los 

pulmones; y en la fonación, que es la producción de sonidos debido al movimiento del 

aire a través de las cuerdas vocales (Trinidad & Concha, 2018).  
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Figura 6 

Estructura del sistema respiratorio. 

 

Nota. Tomado de Anatomy of the Respiratory System, por BrainKart. 2018. 

http://www.brainkart.com/ 

 

Efectos De La Ceniza Volcánica en el Sistema Respiratorio 

Las emisiones de ceniza pueden ocasionar diversas condiciones patológicas, las 

cuales dependen de factores como: proporción de partículas menores a 10 µm de 

diámetro aerodinámico (Material particulado – PM10), concentración de partículas en 

suspensión (Grob et al., 2012), características químicas, patrón respiratorio (Sierra et 

al., 2018), edad, sexo (Naumova et al., 2007), presencia de gases volcánicos 

mezclados con la ceniza, condiciones meteorológicas, frecuencia, duración de la 

exposición, estado de salud de la persona expuesta y uso de materiales de protección 

respiratoria (Grob et al., 2012).  
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Los efectos producidos por la ceniza volcánica se pueden clasificar como (Sierra 

et al., 2018): (1) agudos, causados por partículas entre los 10–4 µm de diámetro 

(fracción torácica) y (2) crónicos, causados por partículas finas menores a 4 µm de 

diámetro (fracción respirable) (Horwell, 2007). Las patologías desarrolladas por tener 

contacto con la ceniza volcánica se producen principalmente en personas susceptibles, 

como niños y personas con enfermedades pulmonares previas (Grob et al., 2012) 

(Figura 7). 

Figura 7 

Impacto de la ceniza volcánica en el sistema respiratorio. 

 

Nota. PM: Material particulado. Tomado de Health Impact of Volcanic Emissions, (p. 

270), por Sierra et al. 2018. Volcanoes - Geological and Geophysical Setting. 
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Efectos agudos. Irritación ocular y faríngeo, secreción nasal, tos seca, disnea, 

sibilancias, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (Sierra et al., 2018), 

bronquitis (Horwell, 2007), enfermedades cardiovasculares o modificaciones en la 

función pulmonar y exacerbaciones de enfermedades respiratorias preexistentes (Sierra 

et al., 2018), ya que pueden ingresar a los bronquiolos (Horwell, 2007). 

Efectos crónicos. Son las patologías que provocan una mayor tasa de 

mortalidad debido a que se producen enfermedades respiratorias graves (Sierra et al., 

2018) como la silicosis (tipo nodular de fibrosis pulmonar) (Figura 8), cáncer de pulmón 

(Horwell, 2007), fibrosis, bronquitis crónica, edema o neumoconiosis (Sierra, 2012).  

Figura 8 

Pulmones con masas fibróticas generadas por una silicosis complicada, debido a la 

inhalación de ceniza volcánica. 

 

Nota. Tomado de Volcanic Ash: More Than Just A Science Project, por Williams, 2012, 

Geology and Human Health. 
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Además, los compuestos que forman la ceniza pueden disolverse en el líquido 

de revestimiento del pulmón pudiendo pasar por la membrana alveolar–capilar (Sierra et 

al., 2018), las partículas de ceniza pueden ingresar a la región alveolar de los pulmones 

(Horwell, 2007) y las partículas de grano fino (< 0.1 μm) pueden translocarse a otros 

órganos (Sierra et al., 2018).  

 

Células Del Sistema Respiratorio 

El tracto respiratorio está conformado por aproximadamente 40 tipos de células, 

agrupadas como: células del epitelio, células del tejido conectivo intersticial, células de 

los vasos sanguíneos, células de la pleura, células del tejido hematopoyético y linfoide 

(Tabla 2) (Franks et al., 2008).  

Las vías respiratorias conducen a la región alveolar, en donde pequeños sacos 

(alvéolos) altamente vascularizados y de delgadas paredes (Hogan & Tata, 2019), están 

cubiertos principalmente por células alveolares tipo 1 (AT I) (Figura 9) (Whitsett et al., 

2019), las cuales son células escamosas aplanadas, no replicativas y diferenciadas que 

recubren cerca del 95% de la superficie alveolar (Cooper et al., 2016).  

Las células alveolares tipo 2 (AT II) recubren el 5% del espacio alveolar restante 

(Figura 9), tienen una morfología compacta y expresan cuerpos multilamelares (MLB) 

que tienen dipalmitoilfosfatidilcolina (DPCC) el cual es un tensioactivo pulmonar. Estas 

células son conocidas como “defensoras del alveolo”, ya que tienen una función en la 

respuesta inmunitaria innata debido a que los tensioactivos pulmonares reducen la 

inflamación y tienen un efecto contra microorganismos (Cooper et al., 2016).  

 



43 
 

Otro tipo de células que se ubican en el aparato respiratorio son: los fibroblastos 

que apoyan la homeostasis epitelial y las funciones pulmonares (Hogan & Tata, 2019); 

los eritrocitos que absorben oxígeno dentro de los vasos (Whitsett et al., 2019); y las 

células inmunes, como los basófilos, macrófagos alveolares, células dendríticas, 

eosinófilos y células linfoides, que ayudan a proteger a los pulmones de las infecciones 

y promueven la reparación (Hogan & Tata, 2019). 

Figura 9 

Células alveolares tipo 1 y tipo 2. 
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Tabla 2 

Células del Tracto Respiratorio. 

Células epiteliales de las 

vías respiratorias 

Tejido hematopoyético y 

linfoide 

Arterias y Venas 

Células caliciformes Linfocitos Células endoteliales 

Células ciliadas epiteliales Células de plasma Células del músculo liso 

Células basales Megacariocitos Fibroblastos 

Células parabasales Macrófagos Pericitos 

Células de cepillo Células de Langerhans Miofibroblastos 

Oncocitos Mastocitos, Neutrófilos  

Células metaplásicas Eosinófilos y Basófilos  

Células de las glándulas 

salivales (en bronquios) 

Tejido Linfático Tejido conectivo 

intersticial 

Células serosas Células endoteliales Fibroblastos 

Células mucosas Células del músculo liso Miofibroblastos 

Células ductales Fibroblastos  Células meningoteliales 

 Miofibroblastos Células neurales 

Pleura Células alveolares  

Células mesoteliales Neumocitos Tipo 1  

Fibroblastos 

submesoteliales 

pleuripotentes 

Neumocitos Tipo 2  

Células adiposas   

Nota. Tomado de Resident Cellular Components of the Human Lung (p. 764), por 

Franks et al. 2008. National Institutes of Health.  
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Mecanismo Inmunitario Del Sistema Respiratorio 

Debido a que los humanos respiramos aproximadamente 10000 L de aire por 

día, los pulmones se encuentran en constante contacto con agentes patógenos, 

alérgenos y toxinas. Para evitar infecciones o lesiones que estas partículas podrían 

ocasionar, el pulmón posee mecanismos de defensa encargados de mantener la vía 

aérea protegida, como son las barreras anatómicas descritas anteriormente, pero si las 

partículas logran superar estos elementos, el sistema respiratorio empleara las 

defensas inmunitarias innatas y adaptativas. Estas defensas deben reconocer, 

reaccionar ante microorganismos y compuestos no deseados, para mantener la 

estructura pulmonar normal (Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013).  

Por lo que conocer la respuesta inmunitaria del pulmón permite comprender la 

fisiopatología de varias enfermedades pulmonares, como las que produce la inhalación 

de ceniza volcánica (Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013).  

Inmunidad Innata 

El sistema inmune innato de los pulmones es la principal respuesta de defensa 

frente a patógenos, después de las barreras anatómicas. Y su función es proporcionar 

una respuesta inmunitaria rápida: al reconocer patógenos, independientemente de si ha 

existido una previa exposición; eliminando infecciones y células dañadas; realizando 

procesos de reparación tisular; y estimulando la respuesta inmunitaria adaptativa. Estas 

acciones se producen gracias a los distintos factores humorales y celulares de la 

inmunidad innata, siendo fundamentales para mantener la vía aérea estéril (Abbas et 

al., 2015; Garcia & Sibila, 2013).  
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Principalmente la inmunidad innata presenta dos tipos de respuestas: (1) 

Inflamación, proceso por el cual los leucocitos y las proteínas del plasma llegan a los 

lugares de infección donde son activados, para que eliminen células muertas, dañadas 

o sustancias extrañas acumuladas; y (2) Defensa antivírica, que implica cambios 

celulares para impedir la replicación viral (Abbas et al., 2015).   

Factores Celulares. El componente celular del sistema inmunitario innato está 

conformado por diferentes tipos de células que utilizan una variedad de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) que identifican patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP), estas son estructuras comunes en el metabolismo de los 

microorganismos y no están presentes en el huésped, y patrones moleculares 

asociados a daño (DAMP), que son moléculas endógenas liberadas por células 

dañadas (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 2013; Turvey & Broide, 2010).  

Cuando los PRR interaccionan con los PAMP, se puede producir la fagocitosis 

de los patógenos, la producción de citoquinas inflamatorias, la inducción de genes 

antimicrobianos o un incremento de moléculas de adhesión y moléculas 

coestimuladoras (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 2013; Turvey & Broide, 2010).  

Los principales tipos de PRR son:  

Receptores del tipo Toll – TLR. Reconocen productos de varios 

microorganismos o moléculas liberadas de células estresadas. Dentro del sistema 

respiratorio las células que más expresan TLRs son los macrófagos, las células 

epiteliales de la vía aérea y las células dendríticas (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 

2013; Herrero, 2010). 
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Receptores del tipo RIG – RLR. Son sensores citoplasmáticos de ácidos 

nucleicos virales, que inducen la producción de interferón (Abbas et al., 2015; Garcia & 

Sibila, 2013). 

Receptores similares al dominio de oligomerización de nucleótidos – NLR. 

Reconocen señales de estrés, DAMPs y PAMPs bacterianos. La subfamilia NLRP forma 

un complejo multiproteico denominado inflamasoma que activa la caspasa-1 la cual 

procesa citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-α). Este complejo multiproteico es 

fundamental para una respuesta inmunitaria eficaz contra varias enfermedades 

metabólicas, autoinmunes e inflamatorias (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 2013; 

Turvey & Broide, 2010; Vega, 2008). 

Receptores de lectina tipo C – CLR. Reconocen una amplia variedad de 

PAMPs, y están implicados en la endocitosis, fagocitosis, adhesión y reparación celular 

(Dela Cruz & Kof, 2015). 

Los componentes celulares del sistema inmunitario innato realizan diversas 

funciones para defender al organismo de patógenos (Figura 10), las células 

involucradas son (Dela Cruz & Kof, 2015): 

Células epiteliales de la vía aérea. Estas células son el primer punto de 

contacto con las sustancias inhaladas, formando una interfaz entre el ambiente interno y 

externo. Crean una barrera mecánica frente a patógenos, ya que reconocen diversos 

PAMPs eliminándolos mediante el movimiento de sus cilios, e incrementando la 

producción de citocinas, quimiocinas y proteínas antimicrobianas, produciendo una 

reacción inflamatoria que recluta fagocitos y células dendríticas (Bals & Hiemstra, 2004; 

Garcia & Sibila, 2013). 
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Macrófagos. Son células fagocíticas mononucleares, mantienen la homeostasis 

tisular y actúan como células presentadoras de antígeno (APC). Los macrófagos se 

pueden diferenciar en: (1) Macrófagos alveolares (MA), estos macrófagos residen 

mayoritariamente en los pulmones (85%), dentro del espacio alveolar. Su principal 

función es generar una respuesta antiinflamatoria al fagocitar partículas inhaladas y 

células moribundas. Sin embargo, algunos patógenos y partículas ambientales como la 

sílice son resistentes a la función de los MA y no son fagocitadas; y (2) Macrófagos 

intersticiales (MI), los cuales representan una pequeña población de macrófagos que 

residen en el parénquima de los pulmones, con funciones inmunorreguladoras (Ardain 

et al., 2020; Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013). 

Células dendríticas (DC). Son células fagocíticas ubicadas en la membrana 

basal, en donde extienden sus dendritas entre las células epiteliales entrando en 

contacto con agentes infecciosos, siendo mejores APC que los macrófagos (Dela Cruz 

& Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013; Melo et al., 2010). 

Estas células detectan, absorben y procesan patógenos, migrando a los ganglios 

linfáticos para la presentación de antígenos a las células T, constituyendo el nexo entre 

la inmunidad innata y la adaptativa. Además, expresan moléculas accesorias (CD80, 

CD86, CD40) y receptores de prostaglandinas, que afectan el comportamiento 

migratorio y la maduración celular (Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013; Melo 

et al., 2010). 
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Neutrófilos. Son células polimorfonucleares que se movilizan desde la medula 

ósea, al torrente sanguíneo y a los lugares de inflamación, para eliminar a los 

patógenos invasores, mediante el proceso de fagocitosis, la producción de radicales 

libres y enzimas proteolíticas, y la secreción de gránulos. Siendo los primeros fagocitos 

en reclutarse en las enfermedades pulmonares agudas y crónicas (Dela Cruz & Kof, 

2015; Garcia & Sibila, 2013). 

Células Natural killer. Son células linfoides innatas que desempeñan funciones 

citolíticas, mediante la liberación del contenido de sus gránulos; y producen citocinas 

inflamatorias, que contribuyen a trastornos inflamatorios crónicos pulmonares. Estas 

células son predominantemente recirculantes, en lugar de residentes dentro del pulmón 

(Ardain et al., 2020; Garcia & Sibila, 2013; Sepúlveda & Puente, 2000). 

Eosinófilos/ Basófilos/Mastocitos. Los eosinófilos son células no invasivas 

que defienden al organismo contra parásitos. Mientras que la función de los basófilos y 

los mastocitos, es liberar sustancias químicas (histamina) durante las reacciones 

alérgicas y anafilácticas (Garcia & Sibila, 2013; Melo et al., 2010).  

Factores Humorales. Los factores humorales de la inmunidad innata del 

pulmón, son moléculas efectoras solubles presentes en la sangre y líquidos 

extracelulares, como en las secreciones mucosas de la superficie epitelial de la vía 

aérea. Estos compuestos se unen a patógenos para facilitar su reconocimiento, tienen 

actividad bactericida o propiedades antivirales (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 

2013).  
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Esta rama humoral está compuesta por el sistema del complemento, colectinas, 

lactoferrinas, mucinas, entre otros. (1) El sistema de complemento, es un grupo de más 

de 20 proteínas, el cual se induce por 3 vías: clásica, alternativa y de lectina, 

convergiendo a nivel de la proteína C3, y promoviendo el reclutamiento de fagocitos en 

el lugar de infección, la opsonización de microbios, inflamación del tejido y la interacción 

con anticuerpos; (2) Mucinas, es una proteína glicosilada, siendo el principal 

componente del moco. Las mucinas secretadas forman la fase gel del moco, dándole 

las propiedades viscoelásticas, y las mucinas asociadas a la membrana, actúan como 

receptores de superficie celular para patógenos; (3) Péptidos antimicrobianos, poseen 

acciones antibióticas y son mediadores en la inflamación; (4) Lactoferrina; y (5) 

Colectinas, que son proteínas que se pueden ligar a PAMPs e inducir la fagocitosis 

mediante los macrófagos alveolares (Abbas et al., 2015; Garcia & Sibila, 2013; Melo et 

al., 2010; Strickler P. et al., 2006). 

Inmunidad Adaptativa. 

La inmunidad adaptativa es el sistema de defensa frente a antígenos 

específicos, caracterizada por tener una respuesta inmunitaria específica. Puede 

combatir de forma eficaz las infecciones repetidas por el mismo patógeno (memoria), 

incrementar el número de linfocitos específicos frente a un determinado antígeno e 

impedir daños en el organismo durante la respuesta a antígenos extraños. Existen dos 

respuestas inmunitarias adaptativas, la inmunidad humoral y la inmunidad celular 

(Abbas et al., 2015; Ahmed et al., 2009; Dela Cruz & Kof, 2015).  
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Figura 10 

Células del Sistema Inmunológico. 

 

Nota. Tomado de Lung Immunology, (p. 247), por Dela Cruz & Kof. 2015. Fishman’s 

Pulmonary Diseases and Disorders. 

 

Inmunidad Celular. Las principales células del sistema inmune adaptativo son 

los linfocitos B y los linfocitos T, los cuales pueden encontrarse en la membrana basal o 

entre las células epiteliales de la mucosa del sistema respiratorio (Trinidad & Concha, 

2018). Estas células pueden reconocer varios antígenos, ya que, debido a procesos de 

translocación y recombinación de genes, se obtiene la generación de 1011 receptores 

diferentes. Además, el cuerpo humano puede producir 107 clones de linfocitos T y B 

(Dela Cruz & Kof, 2015).  
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Linfocitos T. Estas células reconocen a los antígenos por medio del receptor 

especifico de células T (TCR), eliminando patógenos intracelulares y células infectadas. 

Sin embargo, los linfocitos T presentan una especificidad restringida, ya que para que 

reconozcan epítopos antigénicos a través del TCR, estos deben estar unidos a 

proteínas propias llamadas moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC), las cuales se expresan en las superficies de las APC (células dendríticas). Tras 

el reconocimiento del antígeno, los linfocitos activados proliferan rápidamente 

produciendo grandes poblaciones clonales (Abbas et al., 2015; Dela Cruz & Kof, 2015; 

Garcia & Sibila, 2013). 

Existen diversas poblaciones de linfocitos T que difieren en sus funciones y 

productos proteicos, como los: (1) Linfocitos T citotóxicos o citolíticos (T CD8+), que 

eliminan a las células infectadas por virus y bacterias intracelulares; (2) Linfocitos T 

reguladores (Treg), secretan  TGF-β e IL-10, que regulan y suprimen las respuestas 

inmunitarias y (3) Linfocitos T cooperadores o helper (T CD4+, Th), que secretan 

citocinas, responsables de la proliferación y diferenciación de los propios linfocitos T y 

de la activación de macrófagos, linfocitos B y otros leucocitos (Abbas et al., 2015; L. E. 

Cano & Lopera, 2013; Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013). 

Dependiendo del antígeno que se presente y de la señal del TCR, las APC 

dirigen el desarrollo de diferentes linajes de linfocitos cooperadores (Th), esta 

diferenciación está asociada a la producción de factores de transcripción que producen 

diferentes citocinas. El subconjunto Th se divide en: Th1, Th2, Th17, Th9, Th22 y Tfh 

(Dela Cruz & Kof, 2015).  
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Linfocitos B. Las células B reconocen tanto antígenos solubles extracelulares 

como los de la superficie celular, a través del receptor especifico de células B (BCR). 

Estas células son las únicas que producen anticuerpos, siendo su principal función. Y 

encontrándose abundantemente en el árbol bronquial (Abbas et al., 2015; Dela Cruz & 

Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013). 

Inmunidad Humoral. Esta inmunidad se basa en la fabricación de anticuerpos 

(inmunoglobulinas) que se unen a una porción específica del antígeno, llamada epítopo; 

neutralizando los agentes patógenos que ingresan en la vía aérea, y marcándolos para 

su eliminación; siendo el principal sistema de defensa contra microbios extracelulares 

(Abbas et al., 2015; Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013; Twigg, 2015).  

Los anticuerpos se encuentran principalmente en sangre y mucosas, y las 

inmunoglobulinas A y G son las más frecuentes en el aparato respiratorio (Abbas et al., 

2015; Dela Cruz & Kof, 2015; Garcia & Sibila, 2013; Twigg, 2015). Todas las 

inmunoglobulinas (Ig) comparten las mismas características estructurales básicas, pero 

tienen gran variabilidad en las regiones donde se unen los antígenos. Las Ig están 

formadas por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras (κ y λ) (Abbas et al., 2015; 

Twigg, 2015). Las cadenas pesadas tienen una región variable, la cual se une al 

antígeno, y una región constante que se une a los receptores Fc celulares y al 

complemento. Los anticuerpos se dividen en clases o isotipos y pueden ser: IgG, IgA, 

IgM, IgE, e IgD (Abbas et al., 2015; Twigg, 2015). 
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Respuesta Inmunitaria Por Inhalación De Partículas  

Una de las principales funciones del sistema respiratorio, es activar mecanismos 

de defensa contra microorganismos, gases y polvos que han sido inhalados, ya que se 

deben preservar sus delicadas estructuras anatómicas. Además, se debe mantener un 

equilibrio en el organismo, al tolerar patógenos no ambientales y al producir una 

respuesta eficaz contra organismos nocivos (Chiu & Openshaw, 2015; Trinidad & 

Concha, 2018).  

Se conoce que la ceniza puede inducir problemas respiratorios, pero el 

mecanismo por cual se producen aún no ha sido bien definido. Por lo tanto, la etiología 

básica de la respuesta inmunitaria frente a la aspiración de agentes nocivos se presenta 

a continuación (Naumova et al., 2007). 

La respuesta inmunitaria en los diferentes compartimentos del sistema 

respiratorio se produce debido al depósito de partículas de ceniza en los diferentes 

niveles, estas se ubican dependiendo del patrón respiratorio (frecuencia respiratoria y 

tasa de ventilación) (Grob et al., 2012), la morfología ramificada de las vías aéreas 

(Naumova et al., 2007) y tamaño de los gránulos de ceniza (Tabla 3) (Grob et al., 

2012(Trinidad & Concha, 2018)). El vasto suministro vascular del sistema respiratorio, 

asegura el paso constante de células inmunitarias a través de los pulmones (Lloyd, 

2014). 
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Tabla 3 

Lugares de depósito de partículas en el sistema respiratorio. 

Tamaño (µm) Lugar de depósito 

≥ 11 Nasofaringe 

4.7 – 7  Faringe 

3.3 – 4.7  Tráquea y bronquios primarios 

2.1 – 3.3 Bronquios secundarios 

1.1 – 2.5  Bronquios terminales 

0.65 – 1.1 Alvéolos 

Nota. Tomado de Estructura y funciones del sistema respiratorio (p. 105), por Trinidad, 

S. & Concha, I. 2018. Neumología Pediátrica.  

 

En la vía aérea central la nariz y las vías nasales, filtra el aire inspirado, gracias 

a su recubrimiento con pelos gruesos y cortos capturan las partículas inhaladas 

mayores a 11 µm. Mientras que los gránulos más pequeños son atrapados por el 

barrido del sistema mucociliar, la cual es transportada a la faringe para posteriormente 

ser deglutida en el estómago, o eliminada mediante el reflejo de la tos o estornudos 

(Garcia & Sibila, 2013; Grob et al., 2012; Martin & Frevert, 2005; Reiriz, 2014; Trinidad & 

Concha, 2018).  

Sin embargo, los elementos <1 μm pueden eludir la barrera de la mucosa, 

transportándose a la superficie alveolar, en donde el sistema inmune responderá con 

una serie de células que atacaran la amenaza, neutralizando y limpiando los restos para 

evitar una lesión tisular (Dela Cruz & Kof, 2015; Martin & Frevert, 2005). 
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En la vía aérea periférica (bronquiolos) los gránulos de ceniza serán removidas 

por macrófagos alveolares y capilares linfáticos (Grob et al., 2012). Mientras, que las 

APC (células dendríticas), pueden extender sus proyecciones entre las células 

epiteliales de la vía respiratoria, para tomar muestras del entorno, reconocer patógenos 

y activar vías de señalización, las cuales producirán: (1) quimiocinas, que reclutarán 

células hematopoyéticas (macrófagos, células NK) necesarias para iniciar la 

inflamación. Y (2) citocinas (IL-10, TNF-α) que activarán a las células efectoras y 

ayudarán en la regulación de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa en el pulmón 

(Dela Cruz & Kof, 2015).  

El epitelio pulmonar es una barrera física y su interacción con las células del 

sistema inmunológico mantienen la homeostasis respiratoria. Las células del epitelio de 

la vía respiratoria producen diversas citocinas (IL-1β, IL-6), sin embargo, la pérdida de 

su integridad después de una exposición a sustancias químicas (contaminación 

atmosférica), provocará una inflamación en individuos susceptibles, como las personas 

que tienen asma (Lloyd, 2014; Martin & Frevert, 2005). 

Dentro de las células hematopoyéticas, los macrófagos alveolares actúan como 

centinelas para mantener la homeostasis del sistema inmunológico, fagocitando todo 

tipo de partículas inhaladas que llegan a los alveolos (Lloyd, 2014; Martin & Frevert, 

2005). Por lo que estas células son cruciales en el comienzo y el desarrollo de la 

inflamación en los pulmones (Damby et al., 2016); además, producen varios 

compuestos que destruyen las partículas exógenas, como: el FGF (factor de 

crecimiento de fibroblastos), TNF-α (factor de necrosis tumoral), iL-1, iL-6, e iL-8 

(citocinas proinflamatorias). Sin embargo, esos compuestos también ocasionan daño 

tisular en el sistema respiratorio y una exacerbación del proceso inflamatorio (Grob et 

al., 2012; Naumova et al., 2007). 
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A corto plazo estos efectos se manifiestan como disnea e infecciones 

pulmonares, pero a largo plazo pueden producir carcinogénesis y fibrosis. Estas 

patologías suelen generarse debido a que la ceniza daña la autofagia de los 

macrófagos, disminuyendo la destrucción de los gránulos de ceniza inhaladas. Además, 

si una partícula se aloja en el epitelio alveolar, estas no se eliminarán, por lo que podrán 

llegar al drenaje profundo de los ganglios linfáticos pulmonares (Naumova et al., 2007). 

De igual manera, la inspiración de ceniza volcánica compuesta por sílice 

cristalina puede inducir inflamación, al estimular el inflamasoma NLRP 3 y activar la 

caspasa-1 que procesa la forma inactiva de las citocinas inflamatorias iL-18 e iL-1β 

(Damby et al., 2018; Kang et al., 2017).  

A la par de la respuesta celular se produce una respuesta humoral, los péptidos 

antimicrobianos, como las catelicidinas y defensinas, son producidos por las células 

epiteliales debido a la activación de los PRR. Estos péptidos además de su actividad 

antimicrobiana contra bacterias, hongos, parásitos y virus, también están implicados en 

la inducción de la inflamación (Dela Cruz & Kof, 2015). Además, al entrar en contacto 

con la ceniza volcánica se produce una disminución en los niveles séricos de proteínas 

del complemento C3 y C4, reduciendo la fagocitosis y activación de las células 

(Naumova et al., 2007).   

Mientras que, en la inmunidad adaptativa, se ha encontrado que cuando se 

produce infecciones pulmonares, Th1 regula el daño pulmonar. Mientras que Th2 está 

involucrada en el proceso de cicatrización de laceraciones, sin embargo, si esta 

respuesta es descontrolada y prolongada, puede agravar la lesión y producir fibrosis. 

Por lo tanto, las células Th influyen en la respuesta inmunitaria de muchas 

enfermedades pulmonares (Dela Cruz & Kof, 2015).  
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Las inmunoglobulinas IgA, IgG y albumina pueden proteger al sistema 

respiratorio de la ceniza, pero estos gránulos pueden producir alteraciones en la 

inmunidad humoral, disminuyendo los niveles en el suero de IgG (Grob et al., 2012) y 

pudiendo dañar la respuesta y proliferación de las células T (Naumova et al., 2007). Por 

lo tanto, el pulmón debe realizar las acciones de la respuesta inmunitaria de manera 

selectiva, para evitar la inflamación innecesaria (Twigg, 2015).  

Estrés Oxidativo Del Sistema Respiratorio 

El oxígeno molecular es un requisito necesario para la vida de los organismos 

aerobios, el pulmón humano tiene una gran área superficial debido a su principal 

función, que es el intercambio gaseoso  (Apak et al., 2016; Deshane & Thannickal, 

2015). El oxígeno puede formar moléculas químicamente reactivas, denominadas 

especies reactivas de oxígeno (ROS), las cuales en concentraciones bajas y 

moderadas, desempeñan diversas funciones fisiológicas, como la homeostasis y 

señalización intracelular (Jovanović et al., 2010; Katerji et al., 2019).  

Sin embargo, elevadas concentraciones de estos compuestos, pueden 

ocasionar daño en la célula y contribuir al desarrollo de enfermedades (Apak et al., 

2016; Deshane & Thannickal, 2015).  

Otra molécula gaseosa importante en el sistema respiratorio, es el óxido nítrico 

(NO•), ya que actúa como molécula de señalización en varios procesos fisiológicos. Una 

producción regulada de NO• es fundamental para mantener la homeostasis (regulación) 

de la vía respiratoria, en el proceso de vasorrelajación y en el control del sistema 

inmunitario durante los procesos inflamatorios en los pulmones (Apak et al., 2016; 

Deshane & Thannickal, 2015; Martínez & Andriantsitohaina, 2009).   



59 
 

Sin embargo, si se produce la reacción de NO• con O2
•−, se formarían especies 

reactivas de nitrógeno (RNS), como el peroxinitrito (ONOO−), que contribuye al 

desarrollo de patologías pulmonares (Apak et al., 2016; Deshane & Thannickal, 2015; 

Martínez & Andriantsitohaina, 2009).   

Dependiendo de sus características químicas, las especies reactivas de oxígeno 

y nitrógeno, se pueden dividir en dos clases, radicales libres y no radicales (L. Zhang et 

al., 2019).  

Los radicales libres son especies químicas que tienen uno o más electrones 

desapareados en sus orbitales, dichos electrones generan una elevada reactividad, 

pudiendo desencadenar reacciones químicas que dañen los componentes celulares. Sin 

embargo, si dos radicales libres con electrones desapareados se unen, se generan 

especies no radicales de menor reactividad, sin electrones desapareados (Deshane & 

Thannickal, 2015; Gagné, 2014; L. Zhang et al., 2019).   

Los radicales libres son más inestables y reactivos que los no radicales, siendo 

las formas más dañinas de ROS y RNS (Apak et al., 2016; Deshane & Thannickal, 

2015). La interacción entre estos compuestos y las moléculas diana producen 

reacciones en cadena, que consisten en un paso de iniciación, uno de propagación y 

uno de terminación. En el paso de iniciación, se producen los radicales libres mediante 

procesos térmicos o de transferencia de electrones (redox). Posteriormente se produce 

la propagación, que consiste en que una vez formado el radical de partida, este puede 

reaccionar con una molécula sin electrones desapareados, entonces esta molécula 

pierde un electrón y se convierte en la nueva especie de radical. La propagación 

continua hasta que los radicales formados reaccionan con antioxidantes o con otros 

radicales libres, disminuyendo así su concentración, este paso es la terminación (L. 

Zhang et al., 2019).   
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En condiciones fisiológicas normales, el equilibrio entre la eliminación y 

generación de ROS y RNS, permite: (1) Mantener la integridad funcional de las 

cascadas de señalización que regulan los fenotipos celulares; (2) Regular la 

proliferación, diferenciación y supervivencia celular; (3) Inactivar enzimas e inducir 

apoptosis, y (4) Modular el sistema inmunitario inflamatorio en el aparato respiratorio, a 

través de la estimulación de factores de transcripción, vías de proteína quinasa, y 

mediante la producción de genes mediadores de la inflamación (Burton & Jauniaux, 

2011; Deshane & Thannickal, 2015; Katerji et al., 2019; Pizzino et al., 2017).    

El equilibrio con los ROS y RNS, se mantiene debido a la producción regulada 

de antioxidantes (ácido ascórbico, glutatión, superóxido dismutasa, catalasa o 

peroxidasa). Sin embargo, si se produce un incremento en la cantidad de oxidantes por 

encima de la capacidad de las células para eliminarlos (antioxidantes), se produce 

estrés oxidativo, provocando daño a los componentes celulares de manera 

indiscriminada, teniendo un papel primordial en el inicio, amplificación y persistencia de 

la inflamación en enfermedades pulmonares, como asma, enfisema, y fibrosis pulmonar 

(Figura 11). Así como en los procesos citotóxicos, genotóxicos y en la carcinogénesis 

(Deshane & Thannickal, 2015; Gagné, 2014; Jovanović et al., 2010; Katerji et al., 2019; 

Ma et al., 2018; Martínez & Andriantsitohaina, 2009).  

También, se ha determinado que en condiciones fisiopatológicas los RNS 

pueden provocar oxidación, nitrificación y peroxidación de proteínas, inactivación de 

enzimas, necrosis celular (Deshane & Thannickal, 2015), modificaciones 

postraduccionales de proteínas (Martínez & Andriantsitohaina, 2009), y disfunción 

mitocondrial (Czaja, 2017). 
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El estrés oxidativo producido por ROS y RNS, puede acelerarse en presencia de 

metales (Fe, Cu), xenobióticos, monooxigenasas, o por las defensas del sistema 

inmune en respuesta a microorganismos invasores (inflamación), induciendo la vía NF-

κB que regula la supervivencia celular y el efecto antiinflamatorio (Deshane & 

Thannickal, 2015; Gagné, 2014; Ma et al., 2018).    

Figura 11 

Enfermedades pulmonares relacionadas con estrés oxidativo. 

 

Nota. Tomado de Lung Immunology, (p. 347), por Dela Cruz & Kof. 2015. Fishman’s 

Pulmonary Diseases and Disorders. 
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Mecanismos Generadores de ROS y RNS 

Los procesos mediante los cuales se producen las especies reactivas de 

oxígeno incluyen, las reacciones de transferencia de electrones en las mitocondrias y el 

retículo endoplasmático (RE), y la acción de enzimas metabólicas que catalizan 

reacciones de oxidación. Mientras que las especies reactivas de nitrógeno solo se 

pueden formar por medio de acción enzimática (Deshane & Thannickal, 2015; Gagné, 

2014).    

Cadena de Transporte de Electrones Mitocondrial. Las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) pueden generarse en las mitocondrias por la acción de varias oxidasas, 

en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (ETC), principalmente por la 

acción de los complejos enzimáticos I y III (Com. I, Com. III) (Figura 12). En condiciones 

fisiológicas normales el complejo I es la principal fuente de ROS mitocondriales en el 

cerebro, mientras que el complejo III contribuye con ROS principalmente al corazón y 

pulmones. Cuando se producen condiciones patológicas en el organismo, el complejo 

IV (Com. 4) se inhibe, y se libera el anión superóxido a partir del Com. 3 (Liu et al., 

2002; L. Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2019). 

NADPH Oxidasas (NOX). Son las principales enzimas involucradas en la 

producción regulada de ROS, de las cuales existen siete isoformas: NOX1-5 y DUOX1-

2, las cuales se expresan ampliamente en el pulmón (Tabla 4). La familia NOX2, es 

esencial para la destrucción de microorganismos en los fagocitos, al producir O2
•− y 

H2O2. Mientras que DUOX1-2, son la fuente principal de H2O2 en las células epiteliales 

de las vías respiratorias. Además de su función catalítica, estas enzimas también 

cumplen un papel en la defensa del huésped, en la transducción de señales y en la 

síntesis de hormonas (Deshane & Thannickal, 2015; Sedeek et al., 2013).  
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Los ROS producidos mediante la catálisis con NOX, actúan en la señalización 

celular como segundos mensajeros, son mediadores de los efectos hormonales, regulan 

la expresión génica, el crecimiento de la célula, la apoptosis y la senescencia (Sedeek 

et al., 2013). 

Figura 12 

Generación de ROS (O2•− y OH•) mediante la Cadena de Transporte de Electrones 

Mitocondrial. 

 

Nota. Tomado de Formation of Reactive Oxygen Species and Cellular Damage, por 

Duke University. 
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Tabla 4 

Enzimas involucradas en la producción de ROS en el pulmón. 

Enzima 
Distribución en el 

Pulmón 
Tipo de células pulmonares 

DUOX1, DUOX2, 

NOX2, NOX4 

Tráquea y vías 

superiores 
Células epiteliales de las vías respiratorias 

NOX1, NOX2, 

NOX4 

Vasculatura 

pulmonar 
Células endoteliales 

NOX4 
Vasculatura 

pulmonar 
Células del músculo liso 

DUOX1, DUOX2, 

NOX2, NOX4 

Vías 

inferiores/alvéolos 
Células epiteliales de las vías respiratorias 

NOX3 Alvéolos Células endoteliales 

NOX4 Alvéolos Miofibroblastos 

NOX2, NOX4 
Espacio 

alveolar/sangre 

Monocitos, macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos 

Nota. Tomado de Redox Signaling and Oxidative Stress in Lung Diseases, (p.342), por 

Deshane & Thannickal. 2015. Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 

 

Sintasas de Óxido Nítrico (NOS). Esta familia de enzimas cataliza la 

producción de óxido nítrico (NO•), encontrándose tres isoformas que se expresan en el 

pulmón: NOS1 o nNOS, que es la forma neural; NOS2 o iNOS, que es la forma 

inducible, se expresa principalmente en los macrófagos en condiciones proinflamatorias 

(Martínez & Andriantsitohaina, 2009). 
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Y NOS3 o eNOS, que es la forma endotelial y puede interactuar con las porinas 

de la membrana mitocondrial, modulando la producción de ROS en la mitocondria 

(Tabla 5) (Deshane & Thannickal, 2015; Förstermann & Sessa, 2012).  

En ausencia del sustrato L-Arginina, los electrones se transfieren al O2, 

formando O2
.-, este fenómeno se llama desacoplamiento de NOS, lo que provoca una 

reducción en los niveles de NO• y un aumento de O2
.-, el primero es un compuesto 

cardioprotector, mientras que el segundo es una molécula toxica para la célula (L. 

Zhang et al., 2019).  

Tabla 5 

Enzimas involucradas en la producción de óxido nítrico (NO•) en el pulmón. 

Enzima 
Distribución en el 

Pulmón 
Tipo de células pulmonares 

NOS1 o nNOS 

(neural) 

Tráquea, bronquios, 

vía respiratoria 

Células epiteliales de las vías 

respiratorias, neutrófilos, neuronas 

NOS2 o iNOS 

(inducible) 

Vía respiratoria, 

alvéolos, espacio 

alveolar/sangre 

Células del músculo liso y de las vías 

respiratorias, neumocitos tipo II, 

fibroblastos, monocitos, macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos, mastocitos 

NOS3 o eNOS 

(endotelial) 

Vía respiratoria, 

vasculatura 

pulmonar 

Células epiteliales de las vías 

respiratorias, neumocitos tipo II, células 

del músculo liso, células endoteliales, 

macrófagos 

Nota. Tomado de Redox Signaling and Oxidative Stress in Lung Diseases, (p.342), por 

Deshane & Thannickal. 2015. Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 
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Especies Reactivas De Oxígeno (ROS) 

Los radicales libres y no radicales que conforman los ROS, se producen a partir 

del oxígeno molecular, mediante reacciones de reducción de un electrón (1e-) (Collin, 

2019). Los ROS se pueden producir por cuatro vías: (1) Generación del anión 

superóxido (O2
•−), radical altamente reactivo (Deshane & Thannickal, 2015); (2) 

Generación del radical hidroxilo (•OH), el cual interacciona con todas las biomoléculas, 

siendo el radical más reactivo; (3) Generación del peróxido de hidrogeno (H2O2); y (4) 

Generación de radicales lipídicos (Tabla 6) (L. Zhang et al., 2019).  

Tabla 6 

Principales mecanismos para la producción de ROS. 

Especie Reactiva de 

Oxigeno 
Formula Reacción Química 

Anión Superóxido O2
•− 

NADPH + 2O2 ⟷ NADP+ + 2O2
•− + H+ 

2O2
•− + H+ → O2 + H2O2 

Peróxido de Hidrogeno H2O2 

Hipoxantina + H2O + O2 ⇄ Xantina + H2O2 

Xantina + H2O + O2 ⇄ Acido úrico + H2O2 

Radical Hidroxilo •OH Fe+2 + H2O2 → Fe+3 + OH- + •OH 

Radical Peroxilo ROO• R• + O2 → ROO• 

Nota. Tomado de Redox Signaling and Oxidative Stress in Lung Diseases, (p.342), por 

Deshane & Thannickal, 2015, Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 
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Estos radicales se producen de forma endógena en la célula, como un 

subproducto natural del metabolismo del oxígeno (Deshane & Thannickal, 2015; Gagné, 

2014; Pizzino et al., 2017). Sin embargo, también se pueden producir debido a la 

interacción con fuentes exógenas como, la luz ultravioleta, radiación ionizante (Katerji et 

al., 2019), o por la inhalación de toxinas ambientales (Figura 13) (Deshane & 

Thannickal, 2015; Gagné, 2014).  

Figura 13 

Factores internos y externos que producen la formación de especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno. 

 

Nota. Tomado de Reactive oxygen species and superoxide dismutases: Role in joint 

diseases, (p. 326), por Afonso et al., 2007, Joint Bone Spine. 
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Metabolismo de Especies Reactivas de Oxígeno 

Generación de O2
•−. Este radical, se forma por el acoplamiento del O2 con un 

electrón (e-) de la molécula donadora de electrones (NADH-Nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido o NADPH-Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido). 

Mediante la catálisis por oxidasas (NADPH oxidasas o Xantina oxidasas), se produce el 

acoplamiento del electrón con el O2, generando una molécula iónica cargada con un 

electrón desapareado, el anión superóxido (Figura 14) (Afonso et al., 2007; Deshane & 

Thannickal, 2015; L. Zhang et al., 2019).  

El principal lugar donde se genera el O2
•− es en las mitocondrias, ya que durante 

el transporte de electrones mitocondriales se produce una fuga de aproximadamente 1-

3% de e- hacia el oxígeno. Debido a su carga negativa, no puede atravesar la 

membrana de la mitocondria, liberándose en la matriz mitocondrial, en donde 

interacción con proteínas que contienen grupos hemo, produciendo la pérdida de su 

función proteica. Además de las reacciones producidas en la mitocondria, la actividad 

enzimática del retículo endoplasmático, también reduce el O2 a O2
•− y/o H2O2. El anión 

superóxido también cataliza la producción del •OH y es el principal oxidante en la 

inflamación crónica de los pulmones (Deshane & Thannickal, 2015; Liu et al., 2002).  

Generación de H2O2. Este no radical se genera debido a la dismutación del O2
•− 

principalmente por acción enzimática del superóxido dismutasa (SOD) o por reacciones 

de dismutación espontaneas (Figura 14) (Bigarella et al., 2014; Deshane & Thannickal, 

2015; Gough & Cotter, 2011; L. Zhang et al., 2019). El peróxido de hidrogeno está 

implicado en procesos de señalización intracelular, actuando como segundos 

mensajeros, e integrando señales ambientales y pasándolas a la cascada de 

transducción de señales (Bigarella et al., 2014).  
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Este no radical puede difundirse fácilmente por las membranas celulares 

(Bigarella et al., 2014), pudiendo usarse como indicador de la elaboración de superóxido 

mitocondrial (Liu et al., 2002).  

Generación de •OH. Este radical es producido principalmente a partir de O2
•− y 

H2O2, mediante un ion metálico (cobre o hierro). La reacción consiste en la reducción 

del ion por O2
•−, y una posterior reacción del ion reducido con H2O2, formando •OH 

(Figura 14) (L. Zhang et al., 2019). El radical hidroxilo también puede formarse a partir 

de reacciones catalizadas por enzimas mieloperoxidasas (MPO) o peroxidasas de 

eosinófilos (EPO), entre el ácido hipocloroso (HOCl) y el O2• - en las células 

inflamatorias (Deshane & Thannickal, 2015).  

Figura 14 

Anión superóxido y sus derivados (H2O2 y •OH). 

 

Nota. Tomado de Stem cells and the impact of ROS signaling, (p. 4207), por Bigarella et 

al., 2014, Development. 
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Generación Del Radical Peroxilo Lipídico (LOO•). Cuando un lípido entra en 

contacto con el •OH, forma un radical lipídico (L•), el cual reacciona inmediatamente con 

el O2, formando el radical LOO•, el cual puede sustraer H de los lípidos, formando 

hidroperóxidos lipídicos (LOOH) y un radical L• (Figura 15) (L. Zhang et al., 2019), 

produciéndose una reacción en cadena que daña a los ácidos grasos. Finalmente, los 

hidroperóxidos se descomponen en aldehídos reactivos, como el malondialdehido, los 

cuales reaccionan con péptidos y ADN, produciendo efectos genotóxicos y citotóxicos 

(Céspedes & Castillo, 2008). 

Figura 15 

Reacción para la formación del radical peroxilo lipídico (LOO•). 

 

Nota. Tomado de Antioxidant Properties of Rosemary and Its Potential Uses as Natural 

Antioxidant in Dairy Products—A Review, (p. 183), por Gad & Sayd, 2015, Food and 

Nutrition Sciences. 
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Especies Reactivas De Nitrógeno (RNS) 

Los radicales libres y no radicales que conforman los RNS incluyen: (1) Óxido 

nítrico (NO•), el cual es un oxidante muy débil, que reacciona principalmente con 

radicales libres y metales; (2) Dióxido de nitrógeno (NO2
•), radical moderadamente 

reactivo; (3) Peroxinitrito (ONOO−), no radical elevadamente reactivo; (4) Ácido 

peroxinitroso (ONOOH); y (5) Nitritos (NO2
−) (Deshane & Thannickal, 2015; L. Zhang et 

al., 2019). 

Metabolismo de Especies Reactivas De Nitrógeno 

Generación del óxido nítrico (NO•). Este compuesto es producido de forma 

endógena a partir de la L- arginina (L-Arg) y oxígeno molecular, reacción catalizada por 

NOS (L. Zhang et al., 2019). Cerca del 40% de NO• altamente reactivo y difusible se 

ocupa en reacciones químicas, y al ser metabolizado genera las diversas especies 

reactivas de nitrógeno, ya que este compuesto prefiere reaccionar con otros radicales, 

así como con metales (Deshane & Thannickal, 2015; L. Zhang et al., 2019). 

Tanto el nitrito (NO2
-) como el nitrato (NO3

-) son productos finales del 

metabolismo del NO•, estos compuestos se forman por la autooxidación del óxido nítrico 

con el oxígeno (Figura 16). Sin embargo el nitrato es relativamente inofensivo a menos 

que se reduzca a nitrito, mediante un proceso químico llamado reducción (Drew & 

Leeuwenburgh, 2002). Adicionalmente, cuando se produce una reacción de oxidación 

del nitrito, mediante peroxidasas, se forma el dióxido de nitrógeno (NO2
•) (Deshane & 

Thannickal, 2015), el cual puede formar nitrosaminas, oxidar átomos de hierro y 

reducirse a óxido nítrico y amoniaco (Tharmalingam et al., 2017).   
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Figura 16 

Reacciones de formación de nitrito y nitrato. 

 

Nota. Tomado de The Medicinal Chemistry of Nitrite as a Source of Nitric Oxide 

Signaling, por Blood, 2017, Current Topics in Medicinal Chemistry. 

 

Generación del peroxinitrito (ONOO−). Este radical se forma por reacción entre 

el O2
•− y NO•, solo en condiciones patológicas, siendo el RNS más reactivo y dañino 

(Figura 17) (Czaja, 2017). Este radical puede reaccionar con dióxido de carbono (CO2), 

formando el nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO2−), del cual 2/3 se puede descomponer 

en CO2 y nitrato (NO3
−), y el 1/3 se descompone en trióxido de carbono (CO3

•-) y nitrito 

(NO2
-), ambos compuestos tóxicos (L. Zhang et al., 2019).  
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El radical peroxinitrito puede dañar las membranas celulares, oxidar proteínas 

intracelulares, y escindir cadenas de ADN, principalmente de macrófagos, células 

epiteliales pulmonares y células epiteliales intestinales (Liaudet et al., 2001). 

Generación de ácido peroxinitroso (ONOOH). Este compuesto se forma 

cuando el ONOO− se encuentra en ambientes ácidos. Además, puede sufrir una fisión 

por homólisis generando nitritos NO2
- y •OH, principalmente al ingresar a una membrana 

lipídica (Figura 17). Puede causar un daño irreversible en el sistema respiratorio, ya que 

puede reaccionar con residuos de tiol formando S-nitrosotioles (SNO), importantes en la 

bioactividad del NO• en el sistema respiratorio, debido a la interacción con proteínas 

quinasas y factores de transcripción. (Deshane & Thannickal, 2015). 

Figura 17 

Reacciones químicas del óxido nítrico para formar peroxinitrito y ácido peroxinitroso. 

 

Nota. Tomado de Biochemical Strategies to Counter Nitrosative Stress, (p. 154), por 

Alhasawi, et al., 2019, Microbial Diversity in the Genomic Era. 
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Interacción Metabólica Entre Especies Reactivas De Oxígeno y Nitrógeno 

(ROS/RNS) Y Sistemas Antioxidantes 

Las células poseen sistemas de defensa antioxidantes que sirven para 

contrarrestar los efectos nocivos provocados por los radicales libres, estas defensas 

pueden ser antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos (Katerji et al., 2019).  

Los mecanismos no enzimáticos son la primera línea de defensa para la 

eliminación de ROS y RNS, estos pueden ser glutatión, β-caroteno, vitamina C y E, 

ácido úrico, taurina, tioles, lactoferrina y albúmina (Apak et al., 2016; Bigarella et al., 

2014; Deshane & Thannickal, 2015; Martínez & Andriantsitohaina, 2009).  

Mientras que los antioxidantes enzimáticos, también han sido reconocidos como 

sistemas potenciales para eliminar especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, estos son 

(Martínez & Andriantsitohaina, 2009), superóxido dismutasas (SOD), catalasas, 

reductasas, peroxiredoxinas (PRDX), tiorredoxinas (TRX), glutaredoxinas, hemo 

oxigenasas, y glutatión peroxidasas (Apak et al., 2016; Bigarella et al., 2014; Deshane & 

Thannickal, 2015).  

Existen cinco vías principales por las cuales se produce la eliminación de ROS: 

(1) Dismutación del O2
.- por la enzima SOD a H2O2; (2) Descomposición del H2O2 por la 

catalasa (CAT) a H2O y O2; (3) Ciclo Redox del Glutatión, que consiste en la 

descomposición del H2O2 y LOOH por el glutatión peroxidasa (GPX); (4) Ciclo Redox de 

Tiorredoxinas, en el que se produce la reducción del H2O2 en H2O por la acción de la 

peroxiredoxina (PRDX); y (5) Desintoxicación Xenobiótica por la glutatión transferasa 

(GST) (L. Zhang et al., 2019). 
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Tanto los antioxidantes enzimáticos como los no enzimáticos se expresan de 

manera diferencial en las todas las células pulmonares, como se puede observar en la 

tabla 7 (Apak et al., 2016; Deshane & Thannickal, 2015).  

Tabla 7 

Enzimas antioxidantes para eliminar ROS y RNS. 

Enzima 
Distribución 

celular 
Expresión en células pulmonares 

SOD1 (Cu/Zn) 
Citosol, núcleo, 

lisosoma 

Células epiteliales, células 

mesenquimales, fibroblastos, células 

endoteliales 

SOD2 (Mn) Mitocondria 
Células epiteliales alveolares tipo II, 

macrófagos alveolares 

SOD3 (SOD-EC) 
Membrana 

plasmática  

Células epiteliales bronquiales y 

alveolares, células endoteliales, 

macrófagos alveolares 

CAT 
Peroxisomas, 

mitocondrias 

Células epiteliales, neumocitos tipo II, 

macrófagos alveolares 

GPX Citosol, mitocondria 
Células epiteliales de las vías 

respiratorias, macrófagos alveolares 

TRX Citosol, mitocondrias 
Células epiteliales bronquiales y 

alveolares, macrófagos 

GST 

Membrana 

plasmática, citosol, 

mitocondrias 

Células bronquiales y alveolares tipo II, 

células epiteliales 
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PRDX 

Citosol, 

mitocondrias, 

peroxisomas 

Células bronquiales y alveolares, 

macrófagos 

Nota. Tomado de Redox Signaling and Oxidative Stress in Lung Diseases, (p.345), por 

Deshane & Thannickal. 2015. Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 

 

Antioxidantes Enzimáticos 

Superóxido dismutasa (SOD). Esta enzima representa la defensa principal 

contra las especies reactivas producidas por los procesos fisiológicos normales o por 

los estados inflamatorios. Esta enzima ubicua cataliza la dismutación del radical O2
•−, 

regula la homeostasis celular normal, promueve la vasorreactividad y reduce la 

inflamación. En humanos, existen tres isoformas de SOD: SOD1 (Cu/Zn), SOD2 (Mn) y 

SOD3 (SOD-EC) (Deshane & Thannickal, 2015; L. Zhang et al., 2019).  

SOD1. La SOD de cobre-zinc intracelular, es la principal isoforma para la 

eliminación del anión superóxido producido en el citoplasma, el núcleo y el espacio 

intermembrana de las mitocondrias de todos los tejidos y células (Afonso et al., 2007; L. 

Zhang et al., 2019). También, se ha sugerido que desempeña un papel fundamental en 

la reducción del estrés nitrosativo (Fransen et al., 2012). Esta enzima juega un papel 

importante en el crecimiento y supervivencia de la célula, ya que se ha encontrado que 

los niveles de la SOD1 aumentan en respuesta a diversas fuentes de estrés como: 

choques térmicos, metales pesados y estrés oxidativo (Afonso et al., 2007).   

SOD2. La SOD de manganeso mitocondrial, se encuentra de forma ubicua en 

los seres humanos. Y es la principal isoforma para eliminar el O2
.- en la matriz 

mitocondrial, produciendo una fuerte protección contra la apoptosis celular (L. Zhang et 

al., 2019).  
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SOD3. La SOD extracelular, se expresa principalmente en los vasos, pulmones 

y riñones (L. Zhang et al., 2019). Esta enzima protege a las células y a la matriz 

extracelular del O2
.- generado por neutrófilos activados (Afonso et al., 2007). Además 

suele presentar altas concentraciones en el medio pulmonar, debido a la amplia red 

vascular de la vía respiratoria y por el constante contacto con partículas del exterior, las 

cuales provocan inflamación, siendo esta enzima esencial en la protección pulmonar 

(Deshane & Thannickal, 2015).  

Catalasa (CAT). Esta enzima es una peroxidasa que reduce el H2O2 a O2 y H2O 

(Figura 18), expresándose ampliamente en las células pulmonares y localizándose 

principalmente en los peroxisomas. Sin embargo, CAT solo reduce el H2O2, cuando la 

concentración de este último se encuentra muy por encima de los niveles fisiológicos 

normales (L. Zhang et al., 2019). CAT también puede descomponer sustratos como el 

metanol, formiato, hidroperóxidos y los peroxinitritos, así como oxidar el óxido nítrico a 

nitrito (Glorieux & Calderon, 2017). Sin embargo, es incapaz de metabolizar peróxidos 

moleculares grandes, como los peróxidos lipídicos (Deshane & Thannickal, 2015). 

Glutatión Peroxidasa (GPX). Cataliza la reacción de biotransformación de 

peróxidos orgánicos e inorgánicos, como el H2O2 y peróxidos lipídicos, en H2O (Figura 

18). En los seres humanos se han encontrado ocho isoformas de GPX (GPX1-GPX8), 

siendo las primeras cuatro, las que se expresan principalmente en el sistema 

respiratorio, las cuales son: (1) GPX1, esta enzima intracelular se encuentra 

principalmente en el citosol y en la matriz mitocondrial, y es la forma predominante que 

cataliza la eliminación de peróxidos; (2) GPX2, se encuentra principalmente en el 

espacio extracelular; (3) GPX3, esta enzima extracelular se expresa ampliamente en el 

riñón y en el pulmón, representando el 57% de las GPX en el líquido del revestimiento 
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del epitelio; y (4) GPX4, se expresa en el citosol, mitocondrias y en el núcleo, actuando 

en los hidroperóxidos de lípidos (Deshane & Thannickal, 2015; L. Zhang et al., 2019). 

Figura 18 

Reacciones enzimáticas antioxidantes mediadas por la catalasa y el glutatión 

peroxidasa. 

 

Nota. ETS: Sistema de transporte de electrones. Tomado de Role of Catalase in 

Oxidative Stress- and Age-Associated Degenerative Diseases, (p. 2), por Nandi, et al., 

2019, Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 
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Peroxiredoxinas (PRDX). Las PRDX son peroxidasas que catalizan la reacción 

de reducción de los peroxinitritos y del H2O2, protegiendo a los pulmones de las lesiones 

generadas por ROS (Deshane & Thannickal, 2015). En los mamíferos se han 

identificado seis isoformas (PRDX1-6), las cuales se describen a continuación: (1) 

PRDX1, se ubica en el citosol, y actúa en el control del ciclo celular; (2) PRDX2, se 

expresa principalmente en los eritrocitos, interviniendo en la regulación de los factores 

de crecimiento y señalización de TNF-α; (3) PRDX3, se expresa en los ovarios 

principalmente, regulando la proliferación y diferenciación de las células; (4) PRDX4, 

existe principalmente en el espacio extracelular y protege a la célula del estrés 

oxidativo; (5) PRDX5, se expresa en las mitocondrias, citosol y núcleo celular, siendo el 

antioxidante más eficaz contra ONOO- (Figura 19); y (6) PRDX6, se localiza en la 

tiroides, riñón y la tráquea (Fransen et al., 2012; Ismail et al., 2019; L. Zhang et al., 

2019). 

Antioxidantes no Enzimáticos 

Glutatión (GSH). Actúa reduciendo a la enzima GPX, para que esta se active y 

pueda reaccionar con compuestos oxidantes. Se expresa de forma ubicua 

principalmente en el citosol, sin embargo, un pequeños porcentaje (10-15%) se ha 

encontrado en las mitocondrias (Armstrong et al., 2002). GSH actúa como reductor de la 

GPX y de antioxidantes oxidados. Esta enzima mantiene el estado redox de todo el 

cuerpo (L. Zhang et al., 2019), regula la transcripción de genes y modula los procesos 

apoptóticos celulares (Armstrong et al., 2002). 
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Figura 19 

Reacción enzimática de la PRDX5 en RNS. 

 

Nota. Tomado de Rapid peroxynitrite reduction by human peroxiredoxin 3: Implications 

for the fate of oxidants in mitochondria, (p. 3), por De Armas, et al., 2018, Free Radical 

Biology and Medicine. 

 

Tiorredoxinas (TRX). Actúan como sensores redox, reducen el H2O2 a H2O, en 

cooperación con las peroxiredoxinas incrementan la expresión de antioxidantes, actúa 

en el plegamiento de proteínas oxidadas, protegen a las células del estrés oxidativo, 

activan factores de transcripción, y actúa en la proliferación y supervivencia celular 

(Deshane & Thannickal, 2015). Además esta enzima es la principal defensa contra el 

estrés nitrosativo, escinden y suprimen RNS, como el peroxinitrito (Czaja, 2017). 
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Glutatión-S-transferasas (GST). Estas enzimas se expresan principalmente en 

las vías respiratorias, y tienen como funciones: inactivar metabolitos secundarios 

(aldehídos, epóxidos), regular el metabolismo del glutatión y proteger a las células 

contra especies oxidantes (Deshane & Thannickal, 2015). 

En la figura 20, se puede observar tanto las vías por las cuales se producen las 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, así como las vías de eliminación de 

ROS/RNS por la acción de especies antioxidantes (L. Zhang et al., 2019).  

Figura 20 

Vías metabólicas por las cuales se generan y se eliminan las especies reactivas de 

oxígeno (ROS). 

 

Nota. Tomado de Biochemical basis and metabolic interplay of redox regulation, (p. 4), 

por L. Zhang et al., 2019, Redox Biology. 
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Modelos in vitro 

La investigación de patologías pulmonares necesita modelos que permitan 

representar la fisiología del epitelio alveolar, pero la limitada disponibilidad de tejido, la 

reproducibilidad, la consistencia, la aprobación ética, los desafíos técnicos y el 

consentimiento del paciente representan una limitación para su estudio. Una solución a 

este problema ha sido el uso de células madre embrionarias humanas, células 

pluripotentes, células madre mesenquimales, células cancerígenas u otras líneas 

celulares inmortalizadas (Cooper et al., 2016).  

Línea celular A549 

La línea celular de carcinoma de pulmón A549 es uno de los modelos celulares 

más usados (Cooper et al., 2016) en investigación respiratoria (Cooper, 2012), fue 

aislada en 1973 a partir un adenocarcinoma pulmonar y caracterizada como células de 

tipo AT II (Cooper et al., 2016); su posterior cultivo evidencio una diferenciación celular 

ya que se observó una elevada cantidad de cuerpos multilamelares, característica de 

las células AT II. Esta línea celular se ha usado en estudios sobre el funcionamiento de 

las vías respiratorias, cáncer, enfermedades pulmonares y virología. Para investigar 

enfermedades pulmonares se recomienda cultivar las células por al menos 20 días, 

cambiando regularmente el medio de cultivo para tener un fenotipo AT II (Cooper, 

2012). 

Pruebas De Toxicidad 

El nivel de viabilidad o la proliferación celular son indicadores del estado en que 

se encuentran las células, agentes fisicoquímicos pueden alterar dicho estado a través 

de mecanismos como destrucción de las membranas, inhibición de la síntesis proteica, 

unión irreversible a receptores, detención de la extensión de las cadenas de ADN o 

ARN o inhibición de reacción enzimáticas (Aslantürk, 2018). 
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Los ensayos de citotoxicidad son un indicador de vital importancia en los 

estudios in vitro, estos son económicos, rápidos, reproducibles y confiables (Aslantürk, 

2018). Además, permiten estudiar el efecto de un determinado tratamiento en la 

proliferación celular y su efecto citotóxico (Genez et al., 2016). 

Los ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular se pueden clasificar en: (1) 

Ensayo de exclusión de colorantes, las células viables excluyen el colorante mientras 

que las células muertas no lo hacen, estos pueden ser: ensayo de azul tripán, eosina o 

eritrosina B; (2) Ensayos colorimétricos, consiste en medir un marcador bioquímico para 

evaluar el metabolismo celular, pueden ser: MTT, MTS, XTT, LDH, SRB o CVS; (3) 

Ensayos fluorométricos, son más sensibles que los ensayos colorimétricos pero 

necesitan un microscopio de fluorescencia, pueden ser: ensayo alamarBlue o CFDA-AM 

y (4) Ensayos luminométricos, consiste en la formación de una señal de tipo resplandor 

la cual se leerá en un lector luminométrico, estos pueden ser: ensayo de ATP o  ensayo 

de viabilidad en tiempo real (Aslantürk, 2018). 

Ensayo MTT 

El ensayo colorimétrico MTT, es una de las pruebas más utilizadas para evaluar 

la proliferación de las células y su citotoxicidad. Se basa en determinar la función 

mitocondrial, midiendo la actividad de enzimas mitocondriales compuestas por flavina, 

como la succinato deshidrogenasa. Por lo que este ensayo, depende de la respiración 

mitocondrial y sirve indirectamente para evaluar la capacidad energética celular 

(Aslantürk, 2018; Chacon et al., 1997; Jo et al., 2015).  
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En este ensayo se utiliza una sal de tetrazolio amarilla soluble en agua, conocida 

como bromuro de [3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT), el cual es 

reducido por deshidrogenasas mitocondriales de células viables con metabolismo 

activo, a cristales de formazán de color purpura (Figura 21) (Jo et al., 2015; Patravale et 

al., 2012; Riss et al., 2004). El producto formado se analiza espectrofotométricamente, 

después de la disolución de los cristales de formazán con un disolvente orgánico 

(DMSO o SDS) (Patravale et al., 2012), la adición del disolvente se debe a que el 

formazán se acumula como un precipitado insoluble dentro de las células, 

depositándose en la superficie celular y en el medio de cultivo (Riss et al., 2004). 

Figura 21 

Ensayo MTT. 

 

Nota. Tomado de In vitro Cytotoxicity Assay with MTT Dye, por Eurofins. 

 

El ensayo MTT permite tener una detección cuantitativa y sensible de la 

proliferación de las células, ya que mide la tasa de crecimiento celular en función de la 

actividad celular y la absorbancia (Mahajan et al., 2012). Cuando las células mueren, 

pierden la capacidad de reducir el MTT a formazán,  de manera que la formación del 

color sirve como un marcador solo para células viables (Riss et al., 2004). 
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Ensayo LDH 

El método colorimétrico LDH (lactato deshidrogenasa) permite analizar la 

citotoxicidad mediada por productos químicos tóxicos o compuestos de prueba, 

mediante la medición de la actividad de enzimas citoplasmáticas liberadas por células 

dañadas (Aslantürk, 2018; Kumar et al., 2018). 

La enzima citosólica lactato deshidrogenasa se encuentra normalmente dentro 

del citoplasma celular, cuando la membrana plasmática está dañada la enzima se libera 

al medio de cultivo celular. La LDH liberada se mide con una reacción enzimática 

acoplada: (a) primero, la LDH cataliza la conversión de lactato en piruvato y el NAD es 

reducido a NADH/H+ y (b) segundo, el catalizador (diaforasa) transfiere el H/H+ del 

NADH/H+ a la sal de tetrazolio iodonitrotetrazolio (INT), que se reduce a formazán rojo 

el cual se puede medir cuantitativamente a 490 nm (Figura 22). La actividad de la LDH 

se determina como oxidación del NADH o reducción del INT. Y la cantidad de formazán 

formado es directamente proporcional a la cantidad de LDH en el cultivo celular, lo que 

a su vez es directamente proporcional a la cantidad de células dañadas o muertas  

(Aslantürk, 2018; Kumar et al., 2018). 

Figura 22 

Ensayo LDH 

 

Nota. Tomado de LDH Cytotoxicity Assay Kit, por AG Scientific. 
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Pruebas De Estrés Oxidativo 

Dada la importancia de las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno en la 

fisiología y fisiopatología del ser humano, se ha vuelto esencial desarrollar métodos que 

permitan cuantificar los niveles de estas moléculas tanto en células como en tejidos (S. 

Dikalov et al., 2007). 

Los ensayos para conocer de forma directa los niveles de ROS son difíciles de 

realizar debido a la corta vida y la rápida reactividad de las especies reactivas de 

oxígeno. Por lo que, la medición indirecta de ROS mediante el análisis del daño 

oxidativo que producen los radicales en lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, es un 

enfoque alternativo. Además, también se han desarrollado enfoques para medir la 

actividad o los niveles de los antioxidantes que contrarrestan los efectos nocivos que 

provocan las especies reactivas de oxígeno (Katerji et al., 2019).  

Los métodos para determinar ROS pueden ser: (1) Espectroscópicos, como las 

trampas de espín; (2) Sondas quimioluminiscentes; (3) Sondas fluorescentes; (4) 

Espectrofotométricos, en los cuales se genera una reacción entre el ROS y sustancias 

redox (SOD, CAT o GSH); y (5) Electroquímicos (S. I. Dikalov & Harrison, 2014). 

Los ensayos para determinar la presencia de oxido nítrico se pueden clasificar 

como métodos directos, en donde se mide el NO• en sí, y como métodos indirectos, en 

los cuales se mide la actividad enzimática de NOS, activación de dianas moleculares de 

NO• o productos derivados de las reacciones del oxido nítrico (nitritos y nitratos) 

(Csonka et al., 2015).  
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Los métodos para determinar RNS pueden ser: (1) Espectroscópicos, que 

incluyen los ensayos colorimétricos (Reacción de Griess), de fluorometría, luminometría 

y espectroscopia de resonancia de espín electrónico (ESR); o (2) Electroquímicos, 

como amperometría y volumetría (Csonka et al., 2015). 

 

Ensayo SOD 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa se puede medir al usar un 

método indirecto desarrollado por Nishikimi et al., (1972). El principio de este método 

consiste en que los radicales superóxidos, como el anión O2
•−, formado debido a la 

oxidación de la hipoxantina por la enzima xantina oxidasa, producen la reducción de 

sales de tetrazolio como la WST-1 [2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium], en formazán cromogénico soluble en agua (Figura 23), el 

cual se puede medir espectrofotométricamente a 470-560 nm (Katerji et al., 2019; 

Peskin & Winterbourn, 2017).  

La SOD producida en las muestras compiten por los radicales superóxidos, 

inhibiendo así la reacción de reducción del tetrazolio, y convirtiendo al anión superóxido 

en peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. En este método la acción enzimática de 

la SOD, se define como la cantidad de enzima que causa inhibición de la reacción 

(reducción del tetrazolio) (Katerji et al., 2019). 
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Figura 23 

Ensayo SOD 

 

Nota. Tomado de SOD Assay Kit, por PromoCell. 

 

Ensayo de Griess 

Es un método colorimétrico para determinar la presencia indirecta de NO• 

mediante la medición espectrofotométrica de sus productos de descomposición, NO3
- y 

NO2
-. Este método se basa en que el NO3

- debe ser reducido a NO2
-, y este último se 

determina por el ensayo de Griess (Bryan & Grisham, 2007).     

La prueba de Griess es una reacción de dos pasos, en donde el compuesto 

nitrosante derivado del NO•, el trióxido de dinitrógeno (N2O3) generado a partir de nitrito 

acidificado (o por autooxidación del NO•), reacciona con la sulfanilamida para producir 

ion diazonio que luego se acopla a N-(1-naftil) etilendiamina (NED) para formar un 

producto azo de color purpura que se absorbe a 540 nm (Figura 24) (Bryan & Grisham, 

2007; Csonka et al., 2015).     
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Figura 24 

Ensayo de Griess 

 

Nota. Tomado de Methods to Detect Nitric Oxide and its Metabolites in Biological 

Samples, (p. 19), por Bryan & Grisham, 2007, Free Radical Biology and Medicine. 

 

Análisis Molecular 

El análisis de la expresión génica se ha convertido en la base de la biología 

molecular moderna, de la regulación transcripcional y de la genética; una de las 

metodologías más usadas para determinar la expresión de los genes es la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), la PCR con retrotranscripción (RT-PCR) y la PCR 

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Dichas técnicas permiten detectar ARN 

mensajeros transcritos por genes específicos, siendo ampliamente utilizadas (Sandoval 

Pineda et al., 2017). 
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ARN 

El ARN es una molécula monocatenaria (Hajjawi, 2015) de elevado peso 

molecular que actúa en la síntesis de proteínas, está compuesto por ribosas, fosfatos y 

cuatro bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y uracilo (Chatterjee & Wan, 

2018). Cumple diversas funciones: transporta códigos genéticos (ARN mensajero – 

ARNm), actúa como una entidad estructural (ARN ribosómico – ARNr) o tiene un papel 

de reconocimiento (ARN de transferencia – ARNt) (Liljas et al., 2009). 

Métodos De Extracción De ARN 

El ARN es un ácido nucleico muy lábil tanto química como biológicamente, por lo 

que su obtención debe ser rápida con reactivos libres de ARNasa para evitar su 

degradación. Las metodologías para aislar ARN comienzan con la lisis celular mediada 

por: (1) Tampones con agentes caotrópicos fuertes; o (2) Tampones de lisis hipotónicos 

no iónicos. Posteriormente los organelos y desechos celulares se eliminan por 

centrifugación o con la adición de solventes orgánicos (Farrell, 2017).  

Extracción con tampones hipotónicos no iónicos. Solubilizan suavemente la 

membrana plasmática mientras mantienen la integridad nuclear y de otros orgánulos. La 

lisis inicial con tampón que contiene un detergente no iónico como NP-40 impide la 

mezcla de ARN nuclear y citoplasmático. Separándose los núcleos intactos, los 

orgánulos y los restos celulares por centrifugación diferencial. El sobrenadante 

resultante contendrá ARN citoplasmático y proteínas, las cuales se separan mediante 

extracciones con disolventes orgánicos como fenol y cloroformo. La ventaja de esta 

técnica es que se aísla ARN citoplasmático, para estudios de regulación génica (Farrell, 

2017). 
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Extracción con tampones caotrópicos. Los tampones caotrópicos 

(biológicamente disruptivos) como sales de guanidinio, dodecil sulfato de sodio (SDS), 

urea, fenol o cloroformo; solubilizan la membrana plasmática y orgánulos, 

desnaturalizan y solubilizan las proteínas (Farrell, 2017) e inactivan las ribonucleasas 

endógenas (Chomczynski & Sacchi, 2006), obteniéndose una mezcla de ARN nuclear 

heterogéneo (hnRNA), ADN genómico del núcleo, ADN y ARN mitocondriales y ARN 

citoplasmático (Farrell, 2017).  

La extracción de ARN con tiocianato de guanidinio o guanidinio-HCl es la técnica 

más utilizada para la purificación rápida de ARN ya que es uno de los desnaturalizantes 

de proteínas más efectivos. Sin embargo, se requiere un procedimiento posterior para 

separar el ARN, ADN y proteínas del lisado resultante, mediante uno de los tres 

enfoques básicos (Farrell, 2017):  

Ultracentrifugación isopícnica. En esta técnica se usa un gradiente de cloruro 

de cesio (CsCl) y la separación del ADN se produce por diferencia de densidades 

(Farrell, 2017). 

Extracción con fenol ácido. Después de la lisis se utiliza una solución de fenol 

ácida, seguido de la adición de cloroformo para facilitar la división del material acuoso y 

orgánico. El ARN queda retenido en la fase acuosa, mientras que el ADN y proteínas se 

quedan en la fase orgánica inferior. El ARN se recupera por precipitación con 

isopropanol y se recoge por centrifugación (Farrell, 2017). Este método ha sido ocupado 

en tejidos de mamíferos, plantas y cultivos celulares (Ali et al., 2017). 
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Unión a filtros de fibra de vidrio (Tecnología de sílice). Se utiliza columnas 

de filtro de sílice, los filtros consisten en microfibras de vidrio que se colocan en el fondo 

de una pequeña columna de plástico. El ARN se une a la sílice en un entorno caotrópico 

con alto contenido de sal producido mediante la dilución de una muestra de ácido 

nucleico en tiocianato de guanidinio. Después de una serie de lavados, el material 

purificado se eluye de la matriz de sílice en condiciones de muy baja sal (Farrell, 2017). 

También existen métodos de extracción en fase sólida, la cual se basa en fases 

estacionarias y liquidas que separan el compuesto objetivo en función de sus 

propiedades iónicas, hidrofóbicas o polares; como: matrices de sílice explicadas 

anteriormente, perlas de vidrio, perlas magnéticas, material de intercambio aniónico o 

matrices de celulosa. Estos métodos suelen presentar desventajas como: costos 

elevados, un solo uso, interferencia en la amplificación por PCR, presencia de altas 

concentraciones de sal, protocolos complejos y propensos a errores (Ali et al., 2017).  

Reacción en cadena de la Polimerasa 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular que 

permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de ADN, partiendo de una 

sola molécula, basándose en la síntesis de nuevas hebras de ADN con base en una 

cadena molde. La síntesis de las nuevas cadenas se lleva a cabo al mezclar: el ADN 

que contiene los fragmentos a amplificar, cloruro de magnesio (MgCl2), los cebadores 

(fragmentos de ADN de 15-30 nucleótidos que flanquean la región a amplificar), la 

polimerasa, desoxinucleótidos (dNTPs) y una solución amortiguadora que mantenga el 

pH apropiado para que se lleve a cabo la síntesis. Esta mezcla se somete a diferentes 

ciclos de PCR, repeticiones de ciclos a diferentes temperaturas, para la síntesis del 

fragmento necesario (Serrato et al., 2014).  
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Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalización (separación de las dos 

hebras de ADN) mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94 y 

96 °C para romper los puentes de hidrógeno que unía las dos hebras. Ya separadas las 

cadenas de ADN, se alinean los cebadores al fragmento complementario de interés de 

las cadenas sencillas al bajar la temperatura entre 40 y 60 °C. Finalmente, se sintetiza 

una nueva cadena en sentido 5’ a 3’ incrementándose la temperatura a 72 °C, ya que es 

la temperatura óptima en que la ADN polimerasa se une a los cebadores y comienza la 

síntesis. Estas tres etapas: 1) desnaturalización, 2) alineamiento y 3) extensión del 

ADN, se repiten sucesivamente, produciendo millones de copias del fragmento de 

interés (Serrato et al., 2014). 
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CAPÍTULO III: Materiales y Métodos 

 

Localización Geográfica 

El presente trabajo de investigación fue financiado por el proyecto “Evaluación 

de citotoxicidad previa exposición de cenizas volcánicas en Ecuador en modelos in vitro 

e in vivo”, de la convocatoria INÉDITA – Programa Nacional de Financiamiento para 

Investigación. La parte experimental se lo realizó en el Laboratorios de Inmunología y 

Virología de la carrera de Ingeniería en Biotecnología de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas ESPE, ubicado en Sangolquí en el Sector Santa Clara, cantón Rumiñahui, 

provincia Pichincha – Ecuador. 

Recolección De Ceniza Volcánica 

La ceniza de los volcanes fue proporcionada por Theofilos Toulkeridis, Ph.D. 

docente investigador en la Facultad de Ciencias de la Tierra y Construcción de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y por el señor Vicente Nicanor Varela 

Guevara. La ceniza fue recolectada en los eventos eruptivos producidos por el volcán 

Cotopaxi el 23 de agosto de 2015, por el Pichincha el 05 de octubre de 1999 y por el 

Tungurahua el 16 de agosto de 2006; y almacenada a temperatura ambiente en frascos 

de plástico estériles. 

Preparación De Ceniza Volcánica 

Se preparó una concentración de ceniza de 40 mg/cm2 de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua; de la cual se realizó diluciones sucesivas 

obteniéndose las siguientes concentraciones: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.3125 

mg/cm2.  
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Todas las diluciones se sonicaron durante 60 minutos a 37°C en el baño 

ultrasónico (Branson Ultrasonics, 1510MTH), 1 hora antes del ensayo. Como controles 

positivos se utilizó oxido de silicio 0.1 mg/mL (SiO2), cloruro de cobalto 400 µM (CoCl2) y 

5.27×108 Unidades formadoras de colonia (UFC)/mL de la bacteria Escherichia coli 

(LPS); y como control negativo se usó células sin tratamiento de ceniza. 

Cultivo in vitro De Líneas Celulares 

El cultivo de las células epiteliales alveolares de adenocarcinoma humano, A549 

(ATCC® CCL-185™) se lo realizó en Medio Nutriente F-12K, suplementado con suero 

bovino fetal (SBF) al 10% (Thermo Fisher Scientific, 16000044). Ambas líneas celulares 

se incubaron a 37°C con 5% de CO2 (Panasonic). 

Para realizar los ensayos se levantaron las células, se centrifugaron y se 

resuspendió el pellet celular en 2 mL de medio completo, se realizó una dilución 1:20 de 

la suspensión celular: azul de tripán al 0.4% (Gibco, 15250061) y se contó el número de 

células totales mediante cámara de Neubauer aplicando la siguiente fórmula: 

células

mL
=

N°. de células contadas ∗ 10000 ∗ Factor de dilución ∗ Volumen de suspensión celular

Número de cuadrantes contados
 

Factor de dilución =  
Volumen final

Volumen de células 
  

Utilizándose 5x103 células/pocillo para el ensayo de viabilidad celular y 3x106 

células/pocillo para el ensayo de extracción de ARN. 

Ensayo De Viabilidad Celular 

Para determinar la viabilidad de las células A549 al ser expuestas a ceniza 

volcánica, se realizó el ensayo colorimétrico MTT (bromuro de [3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-

2,5-difeniltetrazolio) (Invitrogen, M6494).  
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Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos con 100 µL de medio de cultivo 

completo, incubándose durante 24 h a 37°C con 5% de CO2. Pasado el tiempo de 

incubación se colocó 100 µL de las ocho diluciones de ceniza preparadas previamente y 

se añadió los controles positivos, CoCl2 400 µM y SiO2 0.1 mg/mL, y el control negativo 

fue células sin tratamiento de ceniza; como se observa en el diseño de placa en la 

figura 25. Se incubó la placa por 48 h y 96 h a 37°C con 5% de CO2, después de 

colocar los tratamientos. Este procedimiento se realizó por triplicado para cada ceniza 

de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua. 

Figura 25 

Diseño de placa para el ensayo MTT. 

 

Nota. Las concentraciones de ceniza 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.3125 están en 

mg/cm2. 

 

A las 48 h y 96 h de incubación se retiró el medio de cultivo de los tratamientos y 

los controles y se realizó lavados con PBS 1X para eliminar residuos de ceniza. 

Posteriormente se colocó 100 µL de medio completo y se añadió 10 µL del reactivo 

MTT (5 mg/mL) a cada pocillo en ausencia de luz, incubándose durante 4 h a 37°C. 

Después de este tiempo se agregó 100 µL de SDS al 10% y se homogenizó para 

disolver el formazán producido después de la actividad metabólica celular.  
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Se cuantificó la cantidad de formazán por densidad óptica a 570 nm en un 

espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific). 

Análisis Molecular 

Extracción De ARN 

Para realizar la extracción de ARN, las células se cultivaron en placas de 6 

pocillos con 1000 µL de medio de cultivo completo, incubándose durante 24 h a 37°C 

con 5% de CO2. Pasado el tiempo de incubación, las células se trataron durante 24 h y 

72 h con las siguientes diluciones de ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y 

Tungurahua, preparadas previamente: 40 mg/cm2, 10 mg/cm2 y 5 mg/cm2. Se añadió los 

controles positivos, CoCl2 400 µM y 100 UFC de E. coli por célula, y el control negativo 

fueron células sin tratamiento. Ambos ensayos se incubaron a 37°C con 5% de CO2.  

Después del tiempo de incubación se recolectó el sobrenadante de los pocillos 

con los diferentes tratamientos y se almacenó a -20°C, para realizar los ensayos de 

estrés oxidativo a nivel celular. Posteriormente las células se lavaron con PBS 1X, se 

añadió 500 µL de Tri Reagent (Molecular Research Center, TR 118) para una densidad 

celular de 3x106 células/pocillo y se recolectaron las células en un tubo de 1.5 mL.  

Se utilizó un homogenizador de tejido (OMNI TH), el cual fue desinfectado entre 

tratamientos pasando la sonda 3 veces por agua destilada autoclavada, 1 vez por 

NaOH 0.4 M y 3 veces más por agua destilada.  

Las células se trituraron dos veces por 30 segundos (5000 – 35000 rpm) e 

inmediatamente se añadió 100 µL de cloroformo (libre de RNasa) por cada 500 µL de 

Tri Reagent, se agitó con fuerza manualmente durante 15 segundos, se incubo a 

temperatura ambiente durante 2 minutos y se centrifugo a 12000 rpm durante 15 

minutos a 4°C.  
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Después de la centrifugación, la mezcla se separó en una fase orgánica 

(fenol/cloroformo, color rosa, parte inferior), una interfase (parte intermedia, color 

blanco) y una fase acuosa (incolora, parte superior). La fase acuosa que contiene el 

ARN se recuperó en un tubo, al cual se añadió 250 µL de isopropanol (libre de RNasa) 

por cada 500 µL de Tri Reagent, se agitó, se incubó a temperatura ambiente durante 15 

minutos y se centrifugó a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, observándose la 

formación de un precipitado, que corresponde con el ARN.  

Posteriormente se descartó el sobrenadante, se lavó el precipitado con 500 µL 

de etanol al 75%, por cada 500 µL de Tri Reagent, se agitó los tubos y se centrifugó a 

7500 g durante 10 minutos a 4°C. Se eliminó el sobrenadante, se dejó secar el 

sedimento y se resuspendió el pellet de ARN en 20 – 25 µL de agua DEPC.  

Se midió la concentración de ARN (ng/µL) y de los radios 260/280, 260/230 con 

el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000) y se 

consideró un ARN puro cuando la relación 260/280 es ~2.0 y la relación 260/230 esta 

entre 2 – 2.2.  

Para determinar la calidad de las muestras de ARN, estas fueron observadas en 

gel de agarosa al 1.5% en una cámara electroforética, colocando 500 – 1000 ng de 

ARN, 2 uL de agua DEPC (Thermo Fisher Scientific, R0601) y 2 µL de Buffer de carga 

en cada pocillo del gel. Se realizó una corrida electroforética durante 45 minutos a 100 

V y 300 mA, y se observaron las bandas de ARN en el transiluminador (Chemidoc). 

Las muestras de ARN extraídas se purificaron mediante tratamiento con el kit de 

DNasa I (Libre de RNasa) (Life Technologies, AM2222) siguiendo el protocolo de Life 

Technologies (2012). Primero se colocó en un tubo de 0.2 mL los componentes 

detallados en la tabla 8. 



99 
 

Tabla 8 

Componentes por reacción para tratamiento con DNasa I. 

Reactivos Volumen (uL) 

DNasa I Buffer 10x 0.5 

DNasa I (Libre de RNasa) (2 U/μL) 0.5 

ARN (500 – 1500 ng) 2 – 4 

Agua DEPC 0.5 – 2.5 

TOTAL 5.5 

 

Se incubó la mezcla durante 20 minutos a 37°C en el termociclador ProFlex 

(Thermo Fisher Scientific, 4483636), se añadió 1 µL de EDTA 5mM y se incubó durante 

10 minutos a 75°C. Posteriormente se cuantificó la concentración de ARN (ng/µL) 

después del tratamiento con DNasa en el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher 

Scientific, NanoDrop 2000). 

 

Retrotranscripción del ARN 

Para la síntesis del ADNc se utilizó el kit de reactivos de transcripción inversa M-

MLV (Invitrogen, 28025-013), de acuerdo con las instrucciones del fabricante Invitrogen 

(2015). Se agregó los componentes detallados en la tabla 9 en un tubo de 0.2 mL. 
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Tabla 9 

Componentes del Master Mix 1 para la retrotranscripción del ARN. 

Reactivos Volumen (uL) 

Oligo (dT)12-18 (500 μg/mL) 1 

ARNm tratado con DNasa (1 ng a 500 ng) 5.5 

dNTP Mix 10 mM 1 

H2O DEPC 4.5 

TOTAL 12 

Nota. La retrotranscripción se realiza para un volumen final de 20 μL. 

 

Se incubo durante 10 minutos a 65°C y se dejó enfriar el tubo en hielo durante 2 

minutos. Posteriormente se agregó los componentes de la tabla 10 a la mezcla.   

Tabla 10 

Componentes del Master Mix 2 para la retrotranscripción del ARN 

Reactivos Volumen (uL) 

Master Mix 1 12 

5X First-Strand Buffer 4 

0.1 M DTT 2 

TOTAL 18 

 

Se homogenizó el contenido del tubo, se incubó durante 2 minutos a 37°C y se 

agregó los componentes de la tabla 11. 
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Tabla 11 

Componentes del Master Mix 3 para la retrotranscripción del ARN. 

Reactivos Volumen (uL) 

Master Mix 2 18 

M-MLV RT (200 unidades) 0.8 

H2O DEPC 1.2 

TOTAL 20 

 

Se realizó una centrifugación spin para precipitar el contenido, incubándose la 

mezcla durante 50 minutos a 37°C e inactivando la reacción a 70°C durante 15 minutos. 

Se midió la concentración de cDNA (ng/µL) y de los radios 260/280, 260/230 con el 

espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000), y se consideró 

un ADN puro cuando la relación 260/280 es ~1.8 y la relación 260/230 esta entre 2 – 

2.2. El cDNA se almaceno a -20°C. 

Reacción En Cadena De La Polimerasa (PCR) 

Para la PCR punto final se utilizó la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 

(2X) (Thermo Fisher Scientific, MAN0012704). En tubos de 0.2 mL se colocó los 

componentes detallados en la tabla 12, y se realizaron corridas por duplicado para cada 

muestra de cDNA. Finalmente se realizó un spin y se colocaron las muestras en el 

Termociclador Proflex (Thermo Fisher Scientific, 4483636).   
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Tabla 12 

Componentes para una reacción de (1X) para PCR Punto Final. 

Componentes Volumen (μL) 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 12.5 

Primer Forward 1X 2.0 

Primer Reverse 1X 2.0 

cDNA 100 ng/μL 2.0 

H2O DEPC 6.5 

TOTAL 25.0 μL 

 

Los primers IL-6, IL-8, IL-1𝛽, HPRT y GAPDH fueron tomados de Aguilera et al., 

(2018) (Tabla 13). 

Tabla 13 

Secuencias de Primers para PCR punto final. 

GEN SECUENCIA 
TAMAÑO 

(pb) 

Tm 

(°C) 

TAMAÑO 

AMPLICÓN 

HPRT 

FORWARD 

TGTAATGACCAGTCAACAGGGG 
22 59.96 

139 
REVERSE 

GCCTGACCAAGGAAAGCAAAG 
21 60.00 

IL-8 

FORWARD 

TGGACCACACTGCGCCAA 
18 62.18 

120 
REVERSE 

TCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTCC 
24 60.99 

IL-6 

FORWARD 

GCAATAACCACCCCTGACCC 
20 60.68 

134 
REVERSE 

CTCAGGCTGGACTGCAGGAA 
20 61.83 
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IL-1β 

FORWARD 

TCAGCACCTCTCAAGCAGAAAAC 
23 61.30 

138 
REVERSE 

AGTCCACATTCAGCACAGGACTCTC 
25 64.27 

GAPDH 

FORWARD 

CCATGACAACTTTGGTATCGTGGA 
24 61.10 

138 
REVERSE 

GAGGCAGGGATGATGTTCTGG 
21 60.48 

 

Las condiciones de la PCR punto final se detallan en la tabla 14. 

Tabla 14 

Programa de amplificación de la PCR punto final. 

Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo 

1 Desnaturalización inicial 95 3 min 

35 

Desnaturalización 95 30 seg 

Annealing 62 30 seg 

Extensión 72 30 seg 

1 Extensión Final 72 7 min 

 Enfriamiento 4 ∞ 
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Electroforesis En Gel De Agarosa 

Después de realizar la PCR, los productos amplificados fueron observados en 

un gel de agarosa al 1.5% en una cámara electroforética. Se coloco 10 μL de cada 

muestra en los pocillos del gel. Además, se colocó 2 μL del marcador de peso molecular 

de ADN y 3 μL del tampón de carga de gel BlueJuice 10X (Thermo Fisher Scientific, 

10068013). Y se realizó la corrida electroforética durante 45 minutos a 100 V y 300 mA, 

observándose las bandas del producto de la PCR en el transiluminador (Chemidoc). 

Posteriormente se analizaron las bandas del gel mediante análisis 

densitométrico, utilizando el software Image Lab (Bio-Rad), obteniéndose una 

cuantificación absoluta de las bandas de cada muestra. 

Ensayos De Estrés Oxidativo y Citotoxicidad 

Los sobrenadantes conservados a -20°C, se utilizaron en los ensayos de NO, 

SOD, y LDH. 

Ensayo de Griess 

El ensayo de Griess permite conocer el nivel de óxido nítrico (NO) en una placa 

de 96 pocillos se colocó 100 µL del sobrenadante de cada muestra por duplicado, para 

los dos tiempos de tratamiento de 24 y 72 horas; siguiendo el diseño de placa de la 

figura 26. 

También se realizó una curva estándar usando una solución de nitrito de sodio 

100 µM, de la cual se añadió 200 µL en los pocillos G1 y H1. En los pocillos G2-H2 a 

G8-H8 se colocó 100 µL de medio basal y se realizaron 6 diluciones seriadas al recoger 

100 µL del pocillo anterior y pasarlo al siguiente pocillo. Posteriormente se añadió 100 

µL de una solución 1:1 de 1-naftiletilendiamina (NED):sulfanilamida en cada pocillo, se 

homogenizó y se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.  
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Las absorbancias se midieron en un espectrofotómetro (Biorad) a una longitud 

de onda de 540 nm y los resultados de la curva estándar se graficaron en función de la 

absorbancia (A540) vs concentración de nitritos [µg/mL].  

La curva estándar obtenida es una ecuación lineal, con la siguiente formula: 

𝐴540 = a ∗ [Nitritos] + 𝑏 

Donde, a: pendiente; b: intersección con el eje y. 

La concentración de nitritos de las muestras se obtuvo al reemplazar los valores 

de a, b y A540; en la ecuación lineal de la gama estándar.  

Figura 26 

Diseño de placa P96 para el ensayo NO. 

 

Nota. Los valores [5], [10] y [40] son las concentraciones de ceniza en mg/cm2 que se 

colocó en las células. Y los valores de las filas G y H es la concentración de nitrito de 

sodio en µM. 
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Ensayo De La Superóxido Dismutasa (SOD) 

Para determinar la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se utilizó 

el SOD Determination Kit (Sigma-Aldrich, 19160), siguiendo el protocolo del fabricante 

(Sigma Aldrich, 2018). En una placa de 96 pocillos se colocó 20 µL del sobrenadante 

celular de las muestras de 40 mg/cm2 de los volcanes Cotopaxi y Pichincha, y todas las 

muestras del volcán Tungurahua (5, 10 y 40 mg/cm2), para el tiempo de tratamiento de 

24 horas; siguiendo el diseño de placa de la figura 27. En el Blanco 2 se añadió 20 µL 

del medio de cultivo y en el Blanco 1 y 3, se añadió 20 µL de H2O ultrapura.  

Figura 27 

Diseño de placa P96 para el ensayo SOD. 

 

Nota. Los valores [5], [10] y [40] son las concentraciones de ceniza en mg/cm2 que se 

colocó en las células. 

Posteriormente se añadió 200 µL de la solución de trabajo WST a cada pocillo, 

20 µL del tampón de dilución a los pocillos del blanco 2 y 3 y 20 µL de la solución de 

trabajo enzimática a los pocillos del blanco 1. La placa se incubo durante 20 minutos a 

37°C y se midieron las absorbancias en un espectrofotómetro (Biorad) a una longitud de 

onda de 450 nm. 
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La actividad enzimática de la SOD se calculó con la siguiente ecuación:  

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑆𝑂𝐷 (% 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛) =
[(A. Blanco1 −  A. Blanco3) −  (A. Muestra −  A. Blanco2)]

 (A. Blanco 1 −  A. Blanco 3)
× 100% 

Graficándose los resultados en función del % de Actividad de la SOD vs las 

muestras.  

Ensayo del lactato deshidrogenasa (LDH) 

El daño celular se determinó mediante la liberación de la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo celular, usando el kit In Vitro Toxicology 

Assay Kit, Lactic Dehydrogenase based (Sigma Aldrich, TOX7) siguiendo el protocolo 

del fabricante Sigma Aldrich (2020). Se preparó la mezcla del ensayo de lactato 

deshidrogenasa, colocando volúmenes iguales de la solución de sustrato, de la solución 

colorante y de la preparación del cofactor 1X del ensayo LDH. En una placa de 96 

pocillos se colocó 20 µL del sobrenadante de cada muestra por duplicado, para los dos 

tiempos de tratamiento de 24 y 72 horas; siguiendo el diseño de placa de la figura 26. 

Posteriormente se agregó 40 µL de la mezcla del ensayo LDH preparada 

previamente a cada pocillo, se incubó la placa durante 20-30 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad y se detuvo la reacción añadiendo 4 µL de ácido clorhídrico 1 N 

(HCl). Las absorbancias se midieron en un espectrofotómetro (Biorad) a una longitud de 

onda de 490 nm. 

El porcentaje de LDH liberado se calculó con la siguiente ecuación:  

% 𝐿𝐷𝐻 =
Abs. Muestra

 Abs. Control
× 100% 

Graficándose los resultados en función del % de LDH vs las muestras.  
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Diseño Experimental y Análisis De Datos 

En esta investigación se realizó un diseño experimental completamente 

aleatorizado que permitió establecer como la variable independiente, tiempo de 

exposición de las células a diferentes concentraciones de ceniza de los tres volcanes; 

modificó a la variable dependiente, nivel de expresión de citocinas inflamatorias y daño 

celular (Figura 28) (Montgomery, 2013). 

Para el análisis estadístico se realizó una estadística inferencial utilizando el 

software GraphPad PRISM (San Diego, CA) (Osterman et al., 2015). Todos los datos se 

expresaron como media ± error estándar de la media. Se realizó comparaciones 

múltiples de los datos obtenidos utilizando análisis de varianza (ANOVA) unidireccional 

y bidireccional, cuando correspondía. Y posteriormente se realizó la prueba post hoc de 

Dunnett y Tukey, para determinar las diferencias significativas entre los tratamientos y el 

grupo control (Montgomery, 2013). En todos los casos, las pruebas se consideraron 

significativas cuando p≤0.05 (Damby et al., 2016). 

Figura 28 

Diseño completamente aleatorizado. 

 

Nota. Este diseño se aplicará para cada volcán: Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua. 
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CAPÍTULO IV: Resultados 

 

Ensayo De Viabilidad Celular 

La determinación de la viabilidad celular se realizó usando el ensayo 

colorimétrico MTT [bromuro de [3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio] en células 

epiteliales alveolares de adenocarcinoma humano (A549), a una concentración de 

aproximadamente 5x103 células, las cuales fueron tratadas con ocho concentraciones 

de ceniza: 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/cm2, proveniente de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, en los tiempos, de 48 y 96 horas. 

En el ensayo del volcán Cotopaxi la viabilidad de las células tratadas con el 

control positivo (0.1 mg/mL SiO2), a las 48 y 96 h fue de, 100% y 94.27%, 

respectivamente. Mientras que las células tratadas con las ocho concentraciones de 

ceniza del volcán Cotopaxi (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/cm2), durante los 

dos tiempos de tratamiento, presentaron una disminución significativa en su viabilidad 

celular al compararla con el grupo control (p<0.001).  

Se observo que la viabilidad celular para la concentración menor de ceniza 

(0.3125 mg/cm2) fue de, 50.65% y 37.40%; para la concentración intermedia de ceniza 

(5 mg/cm2) se obtuvo valores de 29.46% y 20.50% y para la concentración mayor de 

ceniza volcánica (40 mg/cm2) la viabilidad de las células fue de 6.30% y 6.71%, 

respectivamente para los dos tiempos de tratamiento (Figura 29).  
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Figura 29 

Viabilidad celular de las células A549 después de la exposición a ceniza del volcán 

Cotopaxi. 

Cells SiO2 CoCl2 0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10 20 40

0

25

50

75

100

125

MTT - Cotopaxi

Concentración de partículas (mg/cm2)

%
 V

ia
b

il
id

a
d

 C
e
lu

la
r

48 h

96 h

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱
✱✱✱

 

Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=3 experimentos independientes. 

***p<0.001 comparado con el control por ANOVA de dos vías seguido por la prueba 

post hoc de Dunnett. 

 

Por otro lado, las células tratadas con la ceniza del volcán Pichincha, también 

presentaron una disminución en su viabilidad, para los tratamientos de 48 y 96 h. Sin 

embargo, solo se observó diferencias significativas con el tratamiento de 96 h, para 

todas las concentraciones de ceniza volcánica, al compararlo con el grupo control 

(p<0.001).  
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Se obtuvo que a la concentración menor de ceniza (0.3125 mg/cm2) la viabilidad 

de las células fue de, 58.73% y 56.79%; para la concentración intermedia de ceniza (5 

mg/cm2) se obtuvieron los valores de 63.8% y 42.01%; y para la concentración mayor 

de ceniza volcánica (40 mg/cm2), la viabilidad celular fue de 59.30% y 36.69%, 

respectivamente para los tratamientos de 48 y 96 h (Figura 30).  

También se determinó la viabilidad de las células tratadas con el control positivo 

(0.1 mg/mL SiO2), a las 48 y 96 h, obteniéndose valores de, 100% y 89.06%.  

Figura 30 

Viabilidad celular de las células A549 después de la exposición a ceniza del volcán 

Pichincha. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=3 experimentos independientes. 

**p<0.01, ***p<0.001 comparado con el control por ANOVA de dos vías seguido por la 

prueba post hoc de Dunnett. 
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Las células tratadas con las ocho concentraciones de ceniza del volcán 

Tungurahua (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/cm2), durante 48 y 96 horas, 

también presentaron una disminución significativa en su viabilidad celular (p<0.05 y 

p<0.001), comparándolas con las células sin tratamiento. 

A la concentración menor de ceniza (0.3125 mg/cm2), se obtuvo una viabilidad 

de 63.01% y 57.23%, para la concentración intermedia de ceniza (5 mg/cm2), se 

observaron valores de 34.04% y 24.63%, y para la concentración mayor de ceniza 

volcánica (40 mg/cm2), la viabilidad celular fue de 5.74% y 3.81%. Mientras que las 

células tratadas con el control positivo (0.1 mg/mL SiO2), se observó una viabilidad de, 

85.40% y 97.90% (Figura 31). 

Por lo tanto, a mayor concentración de ceniza (40 mg/cm2) de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, la viabilidad celular disminuye respecto al grupo 

control, siendo estas variables dependientes una de la otra. Además, también se puede 

observar que las células tratadas durante 96 horas presentan una menor viabilidad que 

las células tratadas durante 48 horas. Por lo que, en el ensayo de viabilidad celular, la 

ceniza volcánica produce una respuesta dosis y tiempo dependientes. 
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Figura 31 

Viabilidad celular de las células A549 después de la exposición a ceniza del volcán 

Tungurahua. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=3 experimentos independientes. 

*p<0.05, ***p<0.001 comparado con el control por ANOVA de dos vías seguido por la 

prueba post hoc de Dunnett. 
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Inflamación Celular 

Las células epiteliales alveolares de adenocarcinoma humano (A549), fueron 

tratadas con tres concentraciones de ceniza de: 5, 10 y 40 mg/cm2, proveniente de los 

volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, en los tiempos, de 24 y 72 horas. 

Posteriormente se realizó la extracción y la retrotranscripción del ARN de las 

células A549 tratadas con la ceniza volcánica, y se analizó la expresión de las citocinas 

inflamatorias, IL-1β, IL-6, e IL-8, así como de los genes constitutivos HPRT y GAPDH, 

mediante PCR punto final. Los amplicones se observaron en un gel de agarosa al 1.5% 

y fueron analizados mediante densitometría. 

En la figura 32, se puede observar la cuantificación absoluta correspondiente a 

los genes endógenos HPRT (Hipoxantina Fosforribosiltransferasa) y GAPDH 

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). Al ser estos genes constitutivos (Kozera & 

Rapacz, 2013), se expresaron en todas las células, tanto en el grupo control que son las 

células sin tratamiento, en los controles positivos, que fueron células tratadas con 

400µM de CoCl2 y 5.27×108 UFC/mL de Escherichia coli (LPS), así como en las células 

tratadas con las tres concentraciones de ceniza (5, 10 y 40 mg/cm2), de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua. 
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Figura 32 

Expresión de los genes constitutivos HPRT y GAPDH. 
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Al realizar el análisis de varianza bidireccional para los datos de expresión de las 

citocinas inflamatorias, con una significancia del 0.05, no se obtuvo diferencias 

significativas entre el grupo control (células sin tratamiento) y las células tratadas con 

las tres concentraciones de ceniza (5, 10 y 40 mg/cm2) de los volcanes Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua. Sin embargo, a pesar de no ser estadísticamente diferentes si 

se observó una mayor expresión de las citocinas inflamatorias, IL-1β, IL-6 e IL-8, en las 

células tratadas con ceniza volcánica, que en las células sin tratamiento.  

La expresión de IL-1β en el grupo control, a las 24 y 72 horas, fue de, 1.877 y 

3.082 ng/µL. Mientras que el control positivo (células tratadas con LPS), expreso 3.763 

ng/µL y 4.331 ng/µL, respectivamente para las 24 y 72 h. 

Se observó que las células tratadas con las concentraciones de 5 y 40 mg/cm2 

de ceniza del volcán Cotopaxi, durante 24 h, expresaron 6.633 y 5.681 ng/µL de IL-1β, 

respectivamente. Y en el tratamiento de 72 h, se obtuvo una expresión de IL-1β mayor a 

la del grupo control, para todas las concentraciones de ceniza, con valores de 6.402 

ng/µL para la concentración de 5 mg/cm2, de 8.611 ng/µL para la concentración de 10 

mg/cm2 y de 6.954 ng/µL para la concentración de 40 mg/cm2. 

Por otro lado, se obtuvo que las células tratadas con ceniza del volcán Pichincha 

durante 24 h, tuvieron una mayor expresión de IL-1β que las del grupo control, a las 

concentraciones de 5 y 10 mg/cm2, con valores de 2.132 y 5.387 ng/µL. Mientras que, 

en el ensayo de 72 h, se obtuvo que las tres concentraciones de ceniza volcánica 

indujeron una expresión de IL-1β superior a la del grupo control, observándose valores 

de 4.485 ng/µL (5 mg/cm2), 5.251 ng/µL (10 mg/cm2) y 3.243 ng/µL (40 mg/cm2).  
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Y en el ensayo con cenizas del volcán Tungurahua se observó que las células 

tratadas con una concentración de 10 mg/cm2 durante 24 h, expresaron 7.02 ng/µL de 

IL-1β, siendo este valor la mayor concentración de expresión de esta citocina, para este 

volcán. Ya que, para las concentraciones de 5 y 40 mg/cm2 en el tratamiento de 24 h y 

para las tres concentraciones de ceniza en el tratamiento de 72 h, la expresión de IL-1β 

fue menor a la del grupo control (Figura 33).  

Figura 33 

Expresión de IL-1β por las células A549, expuestas a ceniza volcánica. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=2 experimentos independientes. 
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Al analizar la expresión de IL-6, se obtuvo que el grupo control expreso 0.138 y 

0.156 ng/µL, a las 24 y 72 horas, respectivamente. Mientras que el control positivo, 

expreso 0.143 ng/µL y 0.291 ng/µL. 

Las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza del volcán Cotopaxi, 

durante 72 h, presentaron valores de expresión más altos de la IL-6, que las células sin 

tratamiento (grupo control), los cuales fueron de, 1.275 ng/µL (5 mg/cm2), 0.905 ng/µL 

(10 mg/cm2) y 1.442 ng/µL (40 mg/cm2). Mientras que, para el tratamiento de 24 h, no 

se observó la expresión de IL-6 al compararla con el grupo control. 

Por otro lado, las células tratadas con ceniza del volcán Pichincha, durante 24 h, 

expresaron la mayor cantidad de IL-6 a una concentración de 10 mg/cm2, la cual fue de 

1.786 ng/µL. Mientras que, en el ensayo de 72 h, se obtuvo que las tres 

concentraciones de ceniza volcánica indujeron una expresión de IL-6 superior a la del 

grupo control, observándose valores de 0.159 ng/µL (5 mg/cm2), 1.046 ng/µL (10 

mg/cm2) y 0.164 ng/µL (40 mg/cm2).  

Y en el ensayo con cenizas del volcán Tungurahua se observó que las células 

tratadas con una concentración de 10 mg/cm2 durante 24 h, expresaron 1.176 ng/µL de 

IL-6, siendo este valor la mayor concentración de expresión de esta citocina, para este 

volcán. Ya que, para las concentraciones de 5 y 40 mg/cm2 en el tratamiento de 24 h y 

para todas las concentraciones de ceniza en el tratamiento de 72 h, no se observó la 

expresión de IL-6 (Figura 34).  

 

 

 



119 
 

Figura 34 

Expresión de IL-6 por las células A549, expuestas a ceniza volcánica. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=2 experimentos independientes. 

 

Al analizar la expresión de la IL-8, se obtuvo que el grupo control, a las 24 y 72 

horas, expreso 5.901 y 0.593 ng/µL, respectivamente. Mientras que el control positivo, 

expreso 7.404 ng/µL y de 0.979 ng/µL de esta citocina. 

 Las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza del volcán Cotopaxi, 

durante 72 h, presentaron valores de expresión más altos de la IL-8, que las células sin 

tratamiento (grupo control), los cuales fueron de, 1.501 ng/µL (5 mg/cm2), 3.542 ng/µL 

(10 mg/cm2) y 5.136 ng/µL (40 mg/cm2). Mientras que, para el tratamiento de 24 h, no 

se observó la expresión de IL-8 al compararla con el grupo control. 
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Por otro lado, las células tratadas con ceniza del volcán Pichincha, durante 24 h, 

expresaron la mayor cantidad de IL-8 a una concentración de 10 mg/cm2, la cual fue de 

9.782 ng/µL. Mientras que, en el ensayo de 72 h, se obtuvo que las tres 

concentraciones de ceniza volcánica indujeron una expresión de IL-8 superior a la del 

grupo control, observándose valores de 0.929 ng/µL (5 mg/cm2), 0.352 ng/µL (10 

mg/cm2) y 2.113 ng/µL (40 mg/cm2).  

Y en el ensayo con cenizas del volcán Tungurahua se observó que las células 

tratadas con una concentración de 10 mg/cm2 durante 24 h, expresaron 5.447 ng/µL de 

IL-8, siendo este valor la mayor concentración de expresión de esta citocina, para este 

volcán. Mientras que, en el ensayo de 72 h, se obtuvo que las tres concentraciones de 

ceniza volcánica indujeron una expresión de IL-8 superior a la del grupo control, 

observándose valores de 0.976 ng/µL (5 mg/cm2), 4.666 ng/µL (10 mg/cm2) y 1.416 

ng/µL (40 mg/cm2) (Figura 35).  

Por lo tanto, la respuesta inflamatoria producida por las células epiteliales 

alveolares de adenocarcinoma humano (A549), a ceniza de los volcanes Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua, presento una respuesta dependiente de la composición de la 

ceniza volcánica y de las citoquinas (IL-1β, IL-6, e IL-8). Sin embargo, esta respuesta 

fue independiente de las concentraciones de ceniza (5, 10, y 40 mg/cm2) y de los 

tiempos de tratamiento (24 y 72 h).  
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Figura 35 

Expresión de IL-8 por las células A549, expuestas a ceniza volcánica. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=2 experimentos independientes. 

 

Ensayos De Estrés Oxidativo y Citotoxicidad 

Después del tratamiento de las células epiteliales alveolares de adenocarcinoma 

humano (A549) con las tres concentraciones de ceniza de: 5, 10 y 40 mg/cm2, 

proveniente de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, en los tiempos, de 24 y 

72 horas. Se recogieron los sobrenadantes y se realizaron los siguientes ensayos.  
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Ensayo de Griess 

Este método colorimétrico permitió determinar la presencia indirecta del óxido 

nítrico (NO•) en los sobrenadantes de las células tratadas con ceniza volcánica, 

mediante la medición de sus metabolitos finales, nitritos (NO2
-) y nitratos (NO3

-). Este 

ensayo nos ayudó a definir si se produjo en las células un estrés nitrosativo debido a los 

tratamientos de ceniza (Figura 36). 

Figura 36 

Concentración de nitritos generados por las células A549 después de la exposición a 

ceniza volcánica. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=4 experimentos independientes. 

**p<0.01, ***p<0.001, comparado con el control por ANOVA de dos vías seguido por la 

prueba post hoc de Tukey. 
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La concentración de nitritos en las células sin tratamiento a las 24 horas fue de 

1.86 µg/mL y para las 72 h fue de 3.64 µg/mL, mientras que para el control positivo 

(CoCl2), se obtuvieron concentraciones de 9.91 y 11.62 µg/mL, respectivamente para 

los dos tiempos.  

Las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza del volcán Cotopaxi, 

durante 24 h, no presentaron niveles de nitritos superiores al grupo control (p>0.05), 

observándose los mismos resultados en el tratamiento de 72 h, para las 

concentraciones de ceniza de 5 y 10 mg/cm2. Solo el tratamiento de 40 mg/cm2, a las 72 

h, produjo el mayor nivel de nitritos (8.75 µg/mL) al compararlo con el grupo control 

(3.64 µg/mL). 

Los tratamientos de 10 y 40 mg/cm2, a las 24 h, con la ceniza del volcán 

Pichincha, presentaron niveles de nitrito ligeramente superiores y casi equivalentes al 

grupo control (1.86 µg/mL), siendo estos de 2.05 y 2.08 µg/mL, respectivamente para 

las dos concentraciones. Mientras que la concentración de 5 mg/cm2 a las 24 h, y las 

concentraciones de 5 y 10 mg/cm2 a las 72 h, no presentaron niveles de nitritos 

superiores a las células sin tratamiento (p>0.05). Solo el tratamiento de 40 mg/cm2 (72 

horas), produjo un aumento significativo en la concentración de nitritos, el cual fue de 

24.79 µg/mL (p<0.001).  

Y en el ensayo con cenizas del volcán Tungurahua, se observó que las células 

tratadas con las concentraciones de 5, 10 y 40 mg/cm2, indujeron un aumento 

significativo en los niveles de nitritos al compararlo con las células sin tratamiento 

(grupo control). A las 24 h, se obtuvo las siguientes cantidades de nitritos, 26.03, 19.89 

y 9.26 µg/mL (p<0.001) y a las 72 h, se obtuvo niveles de 10.18, 10.32 y 19.42 µg/mL 

(p<0.01), respectivamente para cada concentración de ceniza volcánica. 
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Por lo tanto, la cantidad de nitritos producidos por las células A549 tratadas, 

durante 24 y 72 h, con las cenizas de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, 

no presentaron una respuesta dependiente de la dosis, ni del tiempo. 

Ensayo De La Enzima Superóxido Dismutasa (SOD) 

Se determino la actividad de la superóxido dismutasa (SOD), para conocer si se 

produjo un estrés oxidativo. Se utilizaron las células tratadas con la mayor 

concentración de ceniza (40 mg/cm2) de los volcanes Cotopaxi y Pichincha. Y las 

células tratadas con las tres concentraciones de ceniza del volcán Tungurahua (Figura 

37). Debido a que estas muestras presentaron una elevada concentración de nitritos en 

el ensayo de Griess.     

Se observo que las células tratadas con la mayor concentración de cenizas de 

los volcanes Cotopaxi y Pichincha (40 mg/cm2), durante 24 h, presentaron una elevada 

actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD), observándose el 87,67% y 

71,07% de actividad, respectivamente para cada volcán.  

Mientras que en el ensayo con la ceniza del volcán Tungurahua, se determinó 

que, a mayor concentración de ceniza, la actividad de la SOD también aumenta, 

observándose una respuesta dosis dependiente. Obteniéndose valores de, 46,99%, 

66.08% y 73.86%, de actividad enzimática, para las células tratadas con las tres 

concentraciones de ceniza (5, 10 y 40 mg/cm2) del volcán Tungurahua durante 24 

horas. 
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Figura 37 

Actividad enzimática de la SOD producida por las células A549 después de la 

exposición a ceniza volcánica. 
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Ensayo del Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

Este método colorimétrico permitió determinar el daño celular (citólisis de la 

célula) mediante la liberación de la enzima citoplasmática lactato deshidrogenasa (LDH) 

al medio de cultivo celular (Figura 38). 
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Figura 38 

Liberación de la enzima lactato deshidrogenasa de las células A549 después de la 

exposición a ceniza volcánica. 
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Nota. Los resultados son las medias ± SD de n=4 experimentos independientes. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el control por ANOVA de dos vías 

seguido por la prueba post hoc de Tukey. 

 

La evaluación del ensayo de la enzima lactato deshidrogenasa, dio como 

resultado que el LDH citoplasmático liberado por las células tratadas con las cenizas de 

los volcanes Cotopaxi y Pichincha, fue menor al grupo control (p<0.001). Mientras que 

en el ensayo con la ceniza del volcán Tungurahua, se produjo una liberación de LDH 

citoplasmático equivalente al grupo control, para las concentraciones de 5 y 10 mg/cm2 

a las 24 h de tratamiento y para la concentración de 40 mg/cm2 a las 72 h.  
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El LDH liberado de las células tratadas con el control positivo (400 µM CoCl2) a 

las 24 y 72 h fue de, 64.39% y 62.86%. Mientras que las células tratadas con las tres 

concentraciones de ceniza de los volcanes Cotopaxi y Pichincha, para las 24 y 72 

horas, presentaron valores que se encontraban entre el 50% y 80%.  

Por otro lado, el LDH liberado de las células tratadas con ceniza del volcán 

Tungurahua, fue de 99% y 102% para las concentraciones de 5 y 10 mg/cm2 (24 h), y 

de 96.57% para la concentración de 40 mg/cm2 (72 h). 

Observándose que las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza 

(5, 10 y 40 mg/cm2) para los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, no 

presentaron un incremento en la liberación de la enzima LDH, por lo tanto, las células 

A549 no sufrieron citólisis de su membrana plasmática. 
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CAPÍTULO V: Discusión 

 

En el mundo las erupciones volcánicas han causado 37000 muertes en el último 

siglo, observándose que el 76% de estas muertes ocurrieron en América Latina y el 

Caribe (Morales & Liao, 1999). Además, en los últimos 15 años, la mitad de las 

erupciones más fuertes del mundo tuvieron lugar en esta región (PAHO, 2019), 

emitiendo una densa columna de ceniza afectando a millones de personas que viven en 

pueblos y ciudades cercanas (OCHA, 2019). 

La ceniza expulsada por las erupciones volcánicas puede dispersarse miles de 

kilómetros (Toulkeridis & Zach, 2017), debido a su movilización por el viento o por 

actividades humanas (Cervini-Silva et al., 2014). Los efectos tóxicos de la ceniza 

depende de factores como su composición fisicoquímica, concentración y tamaño (Grob 

et al., 2012; Naumova et al., 2007; Sierra et al., 2018). Se conoce que está compuesta 

principalmente por oxido de silicio (SiO2), cuyo contenido puede variar entre un 45–75% 

(Sierra et al., 2018), pudiendo producir citotoxicidad en las células pulmonares, estrés 

oxidativo, estimulación de la respuesta proinflamatoria y fibrosis (J. Y. W. Chan et al., 

2017).  

Se ha encontrado que la ceniza del volcán Cotopaxi del evento eruptivo del 

2015, presenta características basálticas/andesíticas, teniendo una concentración de 

óxido de silicio (SiO2) del 55.67% (Troncoso et al., 2017). Por otro lado, la ceniza del 

volcán Pichincha del evento eruptivo de 1999, presenta una típica composición 

basáltica/andesítica con una proporción de SiO2 de 43,83% (Aguilera et al., 2018; Millet 

et al., 2014). Mientras que la ceniza del volcán Tungurahua, del evento eruptivo del 

2006, presenta características andesíticas/dacíticas con una concentración de SiO2 

entre 54% y 67% (Bustillos et al., 2016). 
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Además, los gránulos de ceniza con un diámetro de 10 µm pueden ser inhaladas 

y llegar al árbol traqueo-bronquial produciendo amigdalitis y laringitis, mientras que las 

partículas menores a 5 µm de diámetro se pueden albergar en los alveolos, y producir 

hiperreactividad bronquial. Así como exacerbar enfermedades pulmonares previamente 

presentes, como la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (Gudmundsson, 2011; 

Organización Panamericana de la Salud, 2005). 

Por lo tanto, para realizar estudios pulmonares se necesitan modelos que 

permitan representar la fisiología del epitelio alveolar. Los modelos in vitro, usando 

células humanas pulmonares pueden complementar a los modelos animales, logrando 

una mejor comprensión de los mecanismos patológicos y las alteraciones en el sistema 

respiratorio humano (James Cooper et al., 2016; Miller & Spence, 2017).    

Los ensayos in vitro con líneas celulares humanas, ha sido una buena 

herramienta durante décadas para estudiar la biología de las células (Miller & Spence, 

2017). Las diferentes líneas celulares epiteliales del tracto respiratorio, se han utilizado 

como modelos in vitro para evaluar los procesos por los cuales las partículas toxicas 

(ceniza volcánica) ejercen sus diversos efectos (Hetland et al., 2001).  

Siendo, la línea celular inmortalizada de adenocarcinoma humano A549, la más 

utilizada en modelamientos de enfermedades del sistema respiratorio, asi como en 

estudios de toxicidad (Adamson et al., 2011; James Cooper et al., 2016; Damby et al., 

2016; Harrington et al., 2012), debido a que estas células tienen un papel esencial en la 

inflamación y en la fibrogénesis pulmonar como respuesta a la exposición de sílice 

cristalina (Adamson et al., 2011; James Cooper et al., 2016; Damby et al., 2016).  
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Como la ceniza volcánica puede exacerbar las enfermedades pulmonares 

preexistentes, tanto en jóvenes como en ancianos (P. J. Baxter et al., 2014), en esta 

investigación se ocuparon las células de adenocarcinoma A549, para representar la 

exposición pulmonar (Caston et al., 2018) a las cenizas de los volcanes Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua, y evaluar los efectos tóxicos producidos en células 

cancerígenas al estar en contacto con partículas de ceniza.  

Viabilidad Celular 

La cuantificación de la viabilidad celular como respuesta a factores externos 

(partículas de ceniza) es fundamental en los ensayos in vitro (Bahuguna et al., 2017).  

El ensayo colorimétrico MTT [bromuro de [3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-

difeniltetrazolio] se basa en evaluar la actividad metabólica de las células, las cuales 

son expuestas a diferentes concentraciones de compuestos tóxicos, siendo una de las 

pruebas más utilizadas para evaluar la viabilidad celular, (Aslantürk, 2018; Bahuguna et 

al., 2017). 

El principio del ensayo MTT, se basa en la conversión del tetrazolio MTT, el cual 

es una solución acuosa amarillenta, mediante deshidrogenasas y agentes reductores 

presentes en las células vivas, hasta formar cristales de formazán azul violeta 

insolubles. Este ensayo determina la actividad mitocondrial que presentan las células 

vivas, la cual está relacionada directamente con el número de células viables  (Meerloo 

et al., 2011; Tesone et al., 2018). De manera que, se utilizó el ensayo MTT para 

determinar la viabilidad de las células A549 después de la exposición a las 

concentraciones de ceniza de 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, y 40 mg/cm2 de los 

volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, durante un tiempo de 48 y 96 horas. 
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En un estudio realizado por Damby et al., (2016), se evaluó la disminución en la 

viabilidad de las células A549 producida por la exposición a ceniza de los volcanes 

Colima – México, Merapi – Indonesia, Santa Helena – USA, Soufrière Hills – Montserrat 

y Unzen – Japón. Obteniéndose que al exponer a las células A549 a partículas de 

ceniza con concentraciones de 5,10, 25, y 50 mg/cm2, durante 24 h, se produjo una 

reducción en la viabilidad celular como respuesta al tratamiento con cenizas volcánicas.  

Por otro lado, en un estudio de citotoxicidad in vitro, se encontró que las cenizas 

del volcán Popocatépetl, indujeron una elevada disminución en la viabilidad de las 

células A549, en el tratamiento de 48 h, presentándose una respuesta dependiente de 

la dosis (Sierra et al., 2018). Al igual que en la investigación realizada por Chan et al., 

(2017), en donde las células A549, después de haber sido expuestas a diferentes 

concentraciones de polvo de sílice (0-100 μg/cm2), presentaron una toxicidad 

dependiente de la dosis y del tiempo. 

Resultados similares se obtuvieron al tratar células A549 con ceniza del volcán 

Soufrière Hills, durante 24 h, en donde se observó que las partículas probadas indujeron 

una disminución dependiente de la dosis al realizar el ensayo MTT, alcanzando su 

máximo efecto con la mayor concentración de ceniza (500 µg/mL) (Wilson et al., 2000). 

Estos resultados concuerdan con la disminución en la viabilidad celular observada al 

tratar las células A549 con la ceniza volcánica de Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, ya 

que se obtuvo principalmente una disminución típica dependiente de la dosis, siendo la 

mayor concentración de ceniza volcánica (40 mg/cm2), la que produjo una menor 

viabilidad de las células al compararlas con el grupo control (p<0.001).  
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Las células tratadas con las ocho concentraciones de ceniza (0.3125, 0.625, 

1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/cm2) de los volcanes Cotopaxi y Tungurahua, durante los 

dos tiempos de tratamiento (48 y 96 h), presentaron una disminución significativa en su 

viabilidad celular al compararla con el grupo control (p<0.001). Mientras que para el 

ensayo con ceniza del volcán Pichincha, solo se observó una diferencia significativa en 

la viabilidad de las células en el tratamiento de 96 h (p<0.001), para todas las 

concentraciones de ceniza volcánica. Esta variabilidad en los resultados pueden 

explicarse, debido a que las propiedades superficiales de las cenizas volcánicas pueden 

ejercer un mayor efecto en la disminución de la viabilidad celular (Cervini-Silva et al., 

2014). Además, según Wilson et al.,(2000), las diferencias observadas en la viabilidad 

de las células podrían estar relacionadas con la composición de la ceniza volcánica, así 

como del evento eruptivo del que se obtuvo la muestra.  

Es bien conocido que existe una variabilidad de respuestas de las células, 

después de haber sido expuestas a compuestos dañinos, como la ceniza volcánica. Por 

lo tanto, la viabilidad celular, como respuesta a agentes tóxicos puede variar con el 

tiempo (Damby et al., 2016; Poland et al., 2014).  

Las células A549 expuestas a ceniza volcánica, produjeron una respuesta dosis 

y tiempo dependientes. Se determino que, en el tratamiento de 96 horas, las células 

presentaron una menor viabilidad, que las células tratadas con ceniza durante 72 horas. 

Observándose que las células expuestas a la mayor concentración de ceniza volcánica, 

40 mg/cm2, presentaron una viabilidad celular de 6.30% y 6.71% para Cotopaxi, de 

59.30% y 42.70% para Pichincha y de 5.74 y 3.81% para Tungurahua, respectivamente 

para los dos tiempos de tratamiento (48 y 96 h). Estos resultados concuerdan con los 

estudios realizados por Lin et al., (2006), Petrache Voicu et al., (2015), y Chan et al., 

(2017),  en los cuales después de exponer a las células A549 a diferentes 
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concentraciones de SiO2, durante 24, 48 y 72 h, se pudo observar que la viabilidad 

celular disminuyo en función tanto del tiempo como de la concentración de las 

partículas.     

Inflamación Celular 

El mecanismo exacto por el que se produce la reacción patológica como 

respuesta al contacto con partículas toxicas (ceniza volcánica) aún no se comprende 

completamente. Sin embargo, varios estudios han demostrado que el proceso 

inflamatorio es fundamental en el desarrollo de enfermedades pulmonares (fibrosis 

pulmonar y cáncer), produciéndose citoquinas inflamatorias, debido a la inhalación de 

contaminantes particulados cristalinos como el asbesto o la sílice, siendo este último 

compuesto el principal componente de las cenizas volcánicas (Damby et al., 2018; 

Hetland et al., 2001; Unno et al., 2014). 

Las citocinas son moléculas de señalización secretadas por numerosas células, 

las cuales median la función inmune del organismo, permiten la comunicación entre 

células y pueden actuar sobre las células que las secretan (acción autocrina), en células 

cercanas (acción paracrina) o en células distantes (acción endocrina) (Damby, 2012; 

Dinarello, 2007; J. M. Zhang & An, 2007). Las citocinas no se almacenan dentro de las 

células, sino, que se segregan en respuesta a un estímulo, como son las partículas 

cristalinas (ceniza) (Damby, 2012). Posterior a ser producidas, las citocinas 

interaccionan con las células objetivo, desencadenando cascadas de señalización, y 

produciendo una respuesta inmunitaria (J. M. Zhang & An, 2007). 

Estas moléculas pueden dividirse según su secreción en: (1) Citocinas 

proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNFα), que estimulan y 

amplifican los procesos inflamatorios; (2) Quimiocinas, como la IL-8, las cuales inducen 

la quimiotaxis de las células, reclutando células inmunológicas en el área afectada; (3) 
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Linfocinas, citocinas que son secretadas por las células T y regulan la respuesta 

inmunitaria; (4) Factores de crecimiento, son citocinas que promueven la supervivencia 

celular y producen cambios estructurales en las vías respiratorias; y (5) Citocinas 

antiinflamatorias, que son citocinas inmunorreguladoras que controlan la respuesta de 

las citocinas proinflamatorias (Ray, 2016; Turner et al., 2014; J. M. Zhang & An, 2007).  

Por lo tanto, en este estudio, se evaluó la respuesta proinflamatoria de las 

células epiteliales alveolares de adenocarcinoma humano A549, expuestas a ceniza de 

los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, mediante la expresión de las citocinas, 

IL-1β, IL-6, e IL-8. 

Señales de peligro endógenas y exógenas, como ácido úrico, sílice o especies 

reactivas de oxígeno (ROS), pueden activar al inflamasoma NLRP3 (Kaneko et al., 

2019; Kang et al., 2017; Tomašek et al., 2018), este complejo receptor citosólico 

activado, recluta a la proteína adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like 

protein), formando una multiproteína que recluta y activa la caspasa-1, la cual conduce 

al procesamiento y secreción de las citocinas proinflamatorias interleucina-1 beta (IL-1β) 

e IL-18 en sus formas activas (Damby et al., 2018; Hernández & Urcuqui, 2012; Unno et 

al., 2014).  

Por lo tanto, la IL-1β no se expresa constitutivamente, esta citocina se sintetiza 

en el citosol como una forma precursora biológicamente inactiva (pro-IL-1β). Primero se 

produce una señal preestimuladora (primera señal), en las células activadas por PRR, 

produciendo la activación de NF-κB, necesario para inducir la expresión de la pro-IL-1β, 

pro-IL-18 y el NLRP3. Una vez activada la primera señal, la sílice, el asbesto u otras 

partículas cristalinas pueden proporcionar la segunda señal, para que se active el 

inflamasoma que contiene caspasa-1, y convierta la pro-IL-1β en su forma 
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biológicamente activa (IL-1β) para su posterior secreción (Hernández & Urcuqui, 2012; 

Kaneko et al., 2019; Unno et al., 2014; J. M. Zhang & An, 2007). 

La IL-1β es un potente mediador de los procesos inmunitarios innatos, como la 

inflamación, proliferación celular, diferenciación y apoptosis (Damby et al., 2018; Muroya 

et al., 2012; Shen et al., 2017). Es liberada principalmente por macrófagos, así como 

por células no inmunes, como los fibroblastos y las células epiteliales; siendo importante 

en el desarrollo de enfermedades pulmonares debido a la interacción con sílice 

cristalina (SiO2) (Damby et al., 2016, 2018; Unno et al., 2014; J. M. Zhang & An, 2007). 

En el estudio realizado por de Damby et al., (2018), se trataron células con la 

ceniza del volcán Soufrière Hills, las cuales expresaron dos veces más IL-1β (~ 0.5 

ng/mL) que el grupo control (~0.25 ng/mL). Datos similares se obtuvieron en los 

experimentos ejecutados por Herseth et al., (2008), en donde se realizó un co-cultivo 

con macrófagos (THP-1) y células epiteliales alveolares de adenocarcinoma (A549), las 

cuales fueron tratadas con sílice cristalina en concentraciones de 80 y 160 µg/cm2 

durante 43 h, obteniéndose una expresión de IL-1β de dos y cuatro veces más (~20 

pg/mL y ~40 pg/mL) que lo expresado por el grupo control (~10 pg/mL). 

Estos resultados son similares a los obtenidos en las células A549, tratadas con 

ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, en donde se observó que a 

una concentración de 5 mg/cm2 (24 h) y a una concentración de 10 mg/cm2 (72 h) de 

ceniza del volcán Cotopaxi, se produjo una expresión de 6.63 ng/µL y 8.61 ng/µL, de IL-

1β. Por otro lado, las células expuestas a una concentración de ceniza de 10 mg/cm2 

del volcán Pichincha, durante 24 y 72 h, produjeron una liberación de IL-1β de 5.39 

ng/µL y 5.25 ng/µL. Mientras que para el volcán Tungurahua, se obtuvo una expresión 

de 7.02 ng/µL de IL-1β, para el tratamiento de 24 h.  
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Observándose que las cenizas de estos tres volcanes inducen una producción 

de IL-1β aproximadamente tres veces mayor que el grupo control (1.88 ng/µL – 24 h y 

3.08 ng/µL – 72 h). Por lo que la producción de esta citocina inflamatoria debido a la 

inhalación de partículas cristalinas (sílice o ceniza), puede afectar a las células 

pulmonares, e influir en el desarrollo de enfermedades fibróticas (J. Y. W. Chan et al., 

2017; Damby et al., 2018; Herseth et al., 2008). 

La IL-6 es una citocina multifuncional que se expresa en una amplia gama de 

células (Yu et al., 2002), que incluyen a los fagocitos mononucleares, células T y B, 

células endoteliales, fibroblastos (Turner et al., 2014), macrófagos alveolares, células 

epiteliales alveolares y células endoteliales; pero generalmente esta citocina se expresa 

en sitios de inflamación (Yu et al., 2002).  

La IL-6 posee varias acciones biológicas como, la maduración de las células B, 

activación de las células T, y la diferenciación y regulación de los fenotipos Th2 (Hetland 

et al., 2001; Turner et al., 2014). Sin embargo, el papel de la IL-6 en la inflamación 

pulmonar, debido a la exposición a contaminantes ambientales, no se ha investigado 

ampliamente (Yu et al., 2002). Por lo que investigar la expresión de esta citocina en 

células pulmonares permitirá comprender mejor los procesos inflamatorios en el sistema 

respiratorio, debido a partículas de ceniza.  

Hetland et al., (2001), evaluó el potencial inflamatorio de la IL-6, al exponer 

células epiteliales pulmonares A549 a diferentes concentraciones de partículas de sílice, 

durante 40 horas. Encontrándose que se produjo una elevada expresión de IL-6 (~ 1–11 

ng/mL) al compararlo con el grupo control.  
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Los resultados anteriormente descritos pueden compararse con los obtenidos 

por Skuland et al., (2020), en donde se trataron cultivos de macrófagos THP-1 y células 

epiteliales alveolares A549, con 12 y 24 µg/cm2 de sílice (SiO2), durante 20 horas, 

observándose que las partículas de SiO2 indujeron una expresión de IL-6 de 

aproximadamente de 350 veces mayor que la expresada por las células sin tratamiento.  

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este estudio, en el cual 

después de la exposición a ceniza volcánica, las células A549, expresaron una mayor 

expresión de IL-6, a comparación de las células sin tratamiento (0.14 ng/µL (24 h) y 0.16 

ng/µL (72 h)). A las 72 h, de haber colocado las cenizas de los volcanes Cotopaxi y 

Pichincha, se observó que todas las concentraciones (5, 10 y 40 mg/cm2), expresaron 

niveles elevados de IL-6, siendo la concentración de 40 mg/cm2 para Cotopaxi y la de 

10 mg/cm2 para Pichincha, las que presentaron la mayor cantidad de esta citocina, 

observándose valores de 1.44 ng/µL y 1.05 ng/µL. Mientras que, a las 24 h, de haber 

colocado una concentración de ceniza de 10 mg/cm2, de los volcanes Pichincha y 

Tungurahua, se obtuvo una expresión de IL-6 de 1.79 ng/µL y 1.18 ng/µL, 

respectivamente.  

Sin embargo, también se pudo observar, que los demás tratamientos de ceniza 

de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, expresaron pocas o nulas 

cantidades de la IL-6, al compararlos con el grupo control (0.138 ng/µL). Principalmente 

Tungurahua presento nula expresión de IL-6 para todas sus concentraciones de ceniza 

a las 72 h de tratamiento. Esto se puede explicar debido a que las partículas 

compuestas por oxido de silicio, como la ceniza volcánica, se pueden agrupar formando 

agregados, los cuales son de mayor tamaño que las partículas individuales (Lin et al., 

2006), por lo que no tendrán la capacidad de ingresar a las células pulmonares, 

produciendo una menor respuesta inflamatoria (Sierra, 2012). 
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La quimiocina proinflamatoria IL-8 (CXCL8), es producido por varios tipos de 

células, incluidos los monocitos, basófilos, eosinófilos, fibroblastos, macrófagos 

alveolares, y células epiteliales bronquiales (Pease & Sabroe, 2002). Tiene como 

principal función ser un potente quimioatrayente, ya que recluta y activa neutrófilos en el 

sitio de la inflamación (Monteiller et al., 2007; Turner et al., 2014).  

La transcripción de esta quimiocina depende del factor nuclear – kB (NF-kB), 

este complejo proteico, se activa después de la exposición celular a sílice (SiO2), 

respondiendo la IL-8 al estrés oxidativo en las células expuestas a partículas de ceniza, 

y encontrándose involucrada en los efectos proinflamatorios del cuerpo (Damby, 2012; 

Damby et al., 2016; Duffin et al., 2001).  

También se ha observado que la presencia continua y prolongada de IL-8 en la 

circulación en respuesta a procesos inflamatorios puede ocasionar lesiones en los 

tejidos (Ghasemi et al., 2011), además, se ha relacionado que los neutrófilos están 

implicados en varias enfermedades pulmonares inflamatorias, como la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica y el asma (Pease & Sabroe, 2002). 

Skuland et al., (2020), evaluó el potencial inflamatorio de la IL-8, al exponer 

cultivos de macrófagos THP-1 y células epiteliales alveolares A549, con 12 y 24 µg/cm2 

de sílice (SiO2), durante 20 horas, observándose que las partículas de SiO2 indujeron 

una expresión elevada de IL-8, de aproximadamente de 110 veces mayor que la 

expresada por las células sin tratamiento. Estos resultados concuerdan con un estudio 

realizado por Hetland et al., (2001), en donde se observó un aumento en la expresión 

de IL-8 en células alveolares de adenocarcinoma (A549) después de la exposición a 

oxido de silicio (SiO2), durante 40 h. 
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Resultados similares se observaron en un estudio realizado por Herseth et al., 

(2008), en donde se realizó un co-cultivo con macrófagos (THP-1) y células epiteliales 

alveolares de adenocarcinoma (A549), las cuales fueron tratadas con sílice cristalina en 

concentraciones de 80 y 160 µg/cm2 durante 43 h, obteniéndose una elevada expresión 

de IL-8, observándose valores de ~0.08 µg/mL y de ~0.14 µg/mL. 

Datos similares se obtuvieron en los experimentos ejecutados por Perkins et al., 

(2012), en donde se cultivaron células epiteliales bronquiales humanas, las cuales 

fueron expuestas a partículas de sílice, con concentraciones de 75 y 150 mg/mL, 

durante 24 h, obteniéndose un aumento significativo en la expresión de IL-8, 

observándose valores de aproximadamente 1000 pg/mL y de 1300 pg/mL, siendo estos 

seis veces mayores que la concentración de IL-8 expresada por las células sin 

tratamiento (~200 pg/mL).   

Los resultados anteriormente descritos pueden compararse con los obtenidos en 

este estudio, ya que después de exponer las células A549 a la ceniza de los volcanes 

Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, durante 72 h, se obtuvo una expresión elevada de 

IL-8 para las tres concentraciones de tratamiento. Se observo que para la concentración 

de 40 mg/cm2 de ceniza de los volcanes Cotopaxi y Pichincha, la expresión de IL-8 fue 

de 5.14 ng/µL y de 2.11 ng/µL, respectivamente. Mientras que para la concentración de 

ceniza de 10 mg/cm2 del volcán Tungurahua, se produjo una expresión de 4.67 ng/µL 

de IL-8. Siendo estos valores de expresión ocho veces más altos que lo expresado por 

el grupo control (0.59 ng/µL). Por otro lado, para el tratamiento de 24 h, solo las cenizas 

de los volcanes Pichincha y Tungurahua, expresaron valores elevados de IL-8, siendo 

estos de 9.78 y 5.45 ng/µL, respectivamente.  
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Al analizar la expresión de las citocinas inflamatorias de las células A549 

tratadas con las cenizas de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, se observó 

una desviación estándar elevada de los datos. Según Damby et al., (2016), estos 

resultados se deben a la mineralogía heterogénea de las muestras de ceniza volcánica, 

ya que sus propiedades intrínsecas produce una mayor dispersión de los datos de 

expresión. 

Por lo tanto, la diferencia en la expresión de estas citocinas inflamatorias (IL-1β, 

IL-6, e IL-8), es dependiente del tiempo de exposición de las células a la ceniza 

volcánica (24 y 72 h), y de las características químicas de las cenizas de Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua, como su composición (principalmente el contenido de sílice), y 

de sus características físicas, como el área superficial, estructura cristalina y tamaño de 

partícula, por ejemplo, las partículas de cuarzo (SiO2) de menor tamaño van a ser más 

potentes al inducir la expresión de citocinas que las partículas de mayor tamaño 

(Damby et al., 2016; Hetland et al., 2001; Tesone et al., 2018). 

Basándonos en las citocinas inflamatorias producidas (IL-1β, IL-6, e IL-8) por las 

células epiteliales alveolares, se propone que se podría producir una respuesta Th2 

(Caucheteux et al., 2016; Diehl & Rincón, 2002; Santarlasci et al., 2013), en los 

individuos que tengan contacto con ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y 

Tungurahua. La respuesta Th2 produce IL-4, e IL-13, las cuales inducen el cambio de 

clase de IgE, permitiendo la sensibilización de mastocitos y basófilos, también expresan 

IL-5, que actúa sobre la diferenciación, activación y reclutamiento de eosinófilos. Y 

expresan IL-9, la cual induce la producción de moco por las células del tracto 

respiratorio (Caucheteux et al., 2016; Santarlasci et al., 2013). Además, estas citocinas 

Th2, están relacionadas con el desarrollo de lesiones y la expansión de la fibrosis 

pulmonar, producida por inhalación de sílice (SiO2) (Barbarin et al., 2005).  
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Ensayos De Estrés Oxidativo y Citotoxicidad 

 

Un mecanismo subyacente a la generación de citocinas inflamatorias en las 

células expuestas a ceniza volcánica, y al daño del tejido pulmonar, es la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y especies reactivas de nitrógeno (RNS), las 

cuales generan estrés oxidativo y estrés nitrosativo, en las células pulmonares 

(Deshane & Thannickal, 2015; L. Zhang et al., 2019). Estos procesos se producen 

debido a un desequilibrio del sistema antioxidante celular (Monteiller et al., 2007; 

Petrache Voicu et al., 2015; Sierra et al., 2018). Por lo que, tanto la expresión de 

citocinas como la generación de ROS, están regulados por un mecanismo de 

retroalimentación positiva (Petrache Voicu et al., 2015).  

Las especies reactivas de oxígeno, pueden ser, el anión superóxido (O2•−), el 

radical hidroxilo (•OH), y el peróxido de hidrogeno (H2O2), estos compuestos pueden 

generarse por inhalación de toxinas ambientales, causando la oxidación de proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos (Deshane & Thannickal, 2015; Gagné, 2014). Mientras que 

las especies reactivas de nitrógeno, pueden ser el óxido nítrico (NO•), el nitrito (NO2
−), el 

peroxinitrito (ONOO−) y el ácido peroxinitroso (ONOOH), los cuales generan efectos 

citotóxicos en las células, pudiendo provocar un daño irreversible en los pulmones 

(Martínez & Andriantsitohaina, 2009; L. Zhang et al., 2019).  

En el sistema respiratorio el fluido del revestimiento pulmonar contiene elevadas 

concentraciones de compuestos antioxidantes, los cuales forman una barrera protectora 

frente al daño oxidativo, si estas defensas antioxidantes se agotan, se produce estrés 

oxidativo y nitrosativo en las células epiteliales que recubren los espacios aéreos de los 

pulmones (Deshane & Thannickal, 2015; Ma et al., 2018).  
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El estrés celular producido por los ROS y RNS, permiten entender cómo influyen 

las características de las cenizas volcánicas en las células tratadas con estas partículas. 

Por ejemplo, el radical hidroxilo (•OH), puede formarse debido a la interacción de las 

células con los metales que forman parte de la ceniza (Damby et al., 2016; Lin et al., 

2006; Monteiller et al., 2007). 

Ensayo de Griess 

El óxido nítrico (NO•) es una molécula de señalización producida por muchos 

tipos de células, incluidas las neuronas, las plaquetas, las células del musculo liso, los 

macrófagos, los fibroblastos y las células epiteliales (Rosselli et al., 1998). Actúa como 

un relajante vascular, inhibidor de la agregación plaquetaria, como neurotransmisor 

(Coleman, 2001), regula el crecimiento celular, la apoptosis, y las reacciones 

inmunitarias producidas por infecciones (Rosselli et al., 1998). 

El NO• también es un miembro de las especies reactivas de nitrógeno, pudiendo 

inducir el desarrollo de respuestas inflamatorias, debido a factores externos (partículas), 

al actuar como una especie oxidante (Tesone et al., 2018). Por lo tanto, el NO• es 

considerado como un mensajero intracelular, el cual a la vez puede usarse como un 

indicador extracelular del estado redox de la célula (Deshane & Thannickal, 2015; 

Tesone et al., 2018).  

El ensayo de Griess es un método colorimétrico indirecto que determina la 

presencia del óxido nítrico mediante la medición de sus productos de descomposición 

nitratos (NO3
-) y nitritos (NO2

-) (Bryan & Grisham, 2007).     
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En un estudio realizado por Tesone et al., (2018), después de tratar a células 

epiteliales con ceniza del complejo volcánico Puyehue-Cordón Caulle y del volcán 

Calbuco, durante 24 h, se produjo un aumento significativo en los niveles de nitrito para 

el complejo volcánico, al compararlo con el grupo control (~0.6 nmol/mg), obteniéndose 

una concentración de 143 nmol/mg para el tratamiento de ceniza de 1000 μg/mL y de 

183 nmol/mg para una concentración de ceniza de 50 μg/mL. Observándose una 

producción de nitritos de 250 veces superior a las células sin tratamiento. Mientras que 

para el volcán Calbuco solo se produjo un ligero aumento en la concentración de 

nitritos, casi equiparable al grupo control (~0.6 nmol/mg).  

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos en este estudio, ya que 

se observó que las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza del volcán 

Cotopaxi, a las 24 h, no presentaron niveles de nitritos superiores al grupo control (1.86 

µg/mL). Sin embargo, la concentración de 40 mg/cm2 a las 72 h, produjo el mayor nivel 

de nitritos para este volcán (8.75 µg/mL). Por otro lado, las células A549 expuestas a 

ceniza del volcán Pichincha, durante 24 h, produjeron concentraciones de nitritos 

ligeramente superiores (~2.0 µg/mL) a las células sin tratamiento (1.86 µg/mL), a las 

concentraciones de 10 y 40 mg/cm2. En cambio, el tratamiento con la concentración de 

40 mg/cm2, para las 72 h, produjo la mayor cantidad de nitritos para este volcán (24.79 

µg/mL). En el ensayo con la ceniza del volcán Tungurahua, se observó que los 

tratamientos con las tres concentraciones de partículas (5, 10, 40 mg/cm2), indujeron un 

aumento significativo en los niveles de nitrito, a las 24 y 72 h, siendo las mayores 

concentraciones, las de 26.03 µg/mL (5 mg/cm2) y 19.42 µg/mL (40 mg/cm2), 

respectivamente. Obteniéndose una producción de nitritos de aproximadamente diez y 

tres veces mayor que el grupo control, respectivamente para los dos tiempos de 

tratamiento.  
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Los resultados obtenidos también son congruentes con el estudio realizado por 

Park & Park, (2009), en el que se cultivaron macrófagos (RAW264.7), los cuales fueron 

tratados con partículas de sílice (SiO2), a las concentraciones de 5, 10, 20 y 40 ppm, 

obteniéndose una elevada producción de nitritos, al compararlos con el grupo control. 

Según Chen et al., (2018), Duan et al., (2014) y Murugadoss et al., (1993), las 

partículas de óxido de silicio (SiO2) pueden inducir disfunción mitocondrial, alterando el 

equilibrio entre el compuesto oxidante (NO•) y las enzimas óxido nítrico sintasas (NOS), 

tal desequilibrio produce un aumento significativo de la respuesta proinflamatoria. Esto 

es congruente con los resultados obtenidos en el estudio realizado, ya que, debido a las 

elevadas concentraciones de nitrito producidas por las células epiteliales alveolares 

tratadas con ceniza volcánica, se pudo generar un desequilibrio de RNS en la 

mitocondria, y producirse la expresión de las citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6 e IL-

8). 

Ensayo De La Superóxido Dismutasa (SOD) 

Las especies reactivas de oxígeno son compuestos importantes para mantener 

la homeostasis inmunitaria, sin embargo, sustancias particuladas (ceniza) pueden 

producir cantidades excesivas de ROS (Damby et al., 2018), las cuales inducen un 

aumento en la permeabilidad de la membrana de las células epiteliales pulmonares, 

permitiendo que las partículas de ceniza ingresen al intersticio pulmonar, y se 

desarrollen procesos inflamatorios y cancerígenos (Cullen et al., 2002).   
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En condiciones metabólicas normales, existen vías de defensa celular que 

regulan el nivel de ROS, y protegen a las células de agentes oxidantes dañinos. Estos 

sistemas de defensa pueden ser mecanismos no enzimáticos, como el glutatión o el β-

caroteno, y mecanismos enzimáticos, como la superóxido dismutasa (SOD), catalasas 

(CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) (Apak et al., 2016; Deshane & Thannickal, 2015; 

Petrache Voicu et al., 2015).  

La superóxido dismutasa (SOD) es un antioxidante enzimático pulmonar, que 

representa la primera línea de defensa contra ROS producidos por procesos 

inflamatorios. Esta enzima cataliza la dismutación del anión superóxido (O2
•−) a peróxido 

de hidrogeno (H2O2), el cual se convierte en agua (H2O) y oxígeno molecular (O2) 

mediante la acción de la catalasa y la glutatión peroxidasa (Deshane & Thannickal, 

2015; Petrache Voicu et al., 2015). 

Se conoce que la sílice (SiO2) puede producir anión superóxido (O2
•−) a partir de 

oxígeno molecular (O2) en el medio de cultivo celular mediante acción enzimática 

(Hamilton et al., 2008). La carga que tiene el anión superóxido extracelular, le impide 

ingresar a la célula atravesando la membrana plasmática. Sin embargo, puede ingresar 

a través de los canales de cloruros (Petrache Voicu et al., 2015).  

Tesone et al., (2018), trató a las células epiteliales con ceniza del complejo 

volcánico Puyehue-Cordón Caulle y del volcán Calbuco, durante 24 h, observándose un 

incremento significativo de la actividad de la enzima SOD, al compararlo con el grupo 

control, el cual fue del 29% y 39%, para las concentraciones de ceniza del 50 y 1000 

μg/mL. Mientras que para el volcán Calbuco solo se produjo un aumento en la actividad 

enzimática, con la mayor concentración de ceniza (1000 μg/mL), la cual fue del 24%.  
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Estos resultados pueden compararse con los obtenidos al tratar células A549 

con la mayor concentración de ceniza (40 mg/cm2) de los volcanes Cotopaxi y 

Pichincha, obteniéndose una elevada actividad de la enzima SOD, la cual fue del 

87.67% y 71.07%, respectivamente. También, se determinó que la actividad de la SOD 

para las concentraciones de ceniza de, 5, 10 y 40 mg/cm2, del volcán Tungurahua 

fueron de 46,99%, 66.08% y 73.86%. Observándose una respuesta dosis dependiente. 

Probablemente la elevada activación de esta enzima, se debe a que la ceniza volcánica 

genera grandes cantidades de radicales libres, los cuales afectan al entorno celular 

(Damby, 2012). Además, se ha observado una producción aumentada de especies 

reactivas de oxígeno en células tratadas con SiO2, en investigaciones realizadas por 

Damby et al., (2018), Lin et al., (2006), y Petrache Voicu et al., (2015).   

La elevada actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD), provocaría la 

dismutación del anión superóxido O2
•−, presente en las células de adenocarcinoma 

A549, formándose el no radical, peróxido de hidrogeno (H2O2) (Bigarella et al., 2014; 

Gough & Cotter, 2011). Este compuesto, es producido en los procesos inflamatorios 

crónicos del pulmón, aumentándose su potencial oxidante por las peroxidasas de las 

células inmunológicas (Deshane & Thannickal, 2015).  

De acuerdo a Damby et al., (2018), las células expuestas a ceniza del volcán 

Soufrière Hills, produjeron elevadas concentraciones de ROS, las cuales estimularon la 

activación del inflamasoma NLRP3, y su consiguiente producción de IL-1β. Estos 

resultados son congruentes con los obtenidos en esta investigación, ya que las células 

A549 tratadas con ceniza de los volcanes Cotopaxi y Tungurahua, a una concentración 

de 40 mg/cm2 y 10 mg/cm2, respectivamente; expresaron IL-1β, por encima del control 

no tratado, así como también presentaron una elevada actividad de la enzima SOD.  
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Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio serian consistentes con la 

hipótesis planteada por Monteiller et al., (2007) y Chen et al., (2018), la cual dice que el 

estrés oxidativo y nitrosativo producido por la formación de radicales libres en las 

células epiteliales tratadas con ceniza volcánica, serían los mecanismo por el que la 

ceniza produce la expresión de las citocinas inflamatorias.  

Además, el estrés oxidativo, nitrosativo, y la respuesta inflamatoria producida en 

las células al entrar en contacto con las cenizas de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y 

Tungurahua, pudo haber generado la reducción en la viabilidad celular, concordando 

con las observaciones realizadas por Tesone et al., (2018) y Wu et al., (2019). 

 

Ensayo Del Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

 

Cuando se genera un incremento en la cantidad de ROS, suele producirse la 

peroxidación de los lípidos de la membrana celular, mitocondrial y nuclear de las células 

expuestas a partículas de ceniza volcánica, degradándose las proteínas citosólicas y 

alterándose los ácidos nucleicos (Cullen et al., 2002; Petrache Voicu et al., 2015).  

La L-lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática que cataliza la 

conversión de L-lactato a piruvato, para producir energía (Farhana & Lappin, 2020). La 

LDH se distribuye en todas las células del cuerpo, presentando actividades elevadas en 

el corazón, hígado, riñones y eritrocitos, mientras que se expresa en bajas cantidades 

en el pulmón, musculo liso y cerebro (Klein et al., 2020).  

La LDH se libera de la célula en respuesta al daño de la membrana plasmática, 

debido a factores externos (partículas), produciendo en última instancia, la muerte 

celular (Kaja et al., 2015).  
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Esta enzima es muy estable en el entorno extracelular, particularmente en los 

medios de cultivo, por lo que la liberación de LDH se ha ocupado para evaluar el daño 

producido en las células expuestas a factores externos (Damby, 2012; Kaja et al., 

2015). 

En la investigación realizada, se obtuvo que el LDH liberado por las células 

tratadas con cenizas de los volcanes Cotopaxi y Pichincha fue menor al compararlo con 

el grupo control. Mientras que las células tratadas con ceniza del volcán Tungurahua, 

produjo una liberación de LDH aproximadamente equivalente a las células sin 

tratamiento. Estos resultados concuerdan con estudios realizados por Damby et al., 

(2016), en donde se determinó que las células tratadas con muestras de ceniza de los 

volcanes Merapi – Indonesia, y Soufrière Hills – Montserrat, produjeron niveles 

reducidos de LDH, los cuales fueron menores a los valores del control negativo (TiO2). 

Los resultados anteriormente descritos también son congruentes con los 

estudios realizados por Voicu et al., (2019), en donde se expusieron fibroblastos 

pulmonares a partículas de óxido de silicio, con una concentración de 62.5 µg/mL, 

durante 24 y 48 h, observándose una liberación de la enzima LDH equiparable al grupo 

control, indicando que no se produjo daño en la membrana celular. De igual manera, en 

el estudio realizado por Brown et al., (2015), no se observó un aumento significativo en 

la liberación de LDH en las células A549 tratadas con partículas de sílice (SiO2), en 

comparación con las células sin tratamiento. 
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El bajo nivel de LDH medido en el medio extracelular, es un indicador de que no 

se ha producido peroxidación lipídica, ni daño en la membrana citoplasmática (Lin et al., 

2006). Por lo tanto, las cenizas de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, no 

indujeron un daño en la integridad de la membrana de las células A549, por lo que no 

se produjo una muerte celular debido a la lisis de la membrana plasmática, proceso 

denominado necrosis (F. Chan et al., 2013). 

Sin embargo, las células A549 si presentaron una disminución en su viabilidad 

celular para todas las concentraciones de ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y 

Tungurahua. Por lo que, se propone que la muerte celular se produjo por apoptosis en 

lugar de necrosis. Concordando con los datos obtenidos por Damby et al., (2016), en 

donde se produjo una disminución en la viabilidad de las células A549, de 

aproximadamente 20%, atribuyéndose la muerte celular a procesos apoptóticos.  

Además, Hogquist et al., (1991), demostraron que la liberación de la citocina 

proinflamatoria IL-1β, se correlaciona con la lesión tisular y que su procesamiento solo 

se produce de manera eficiente en las células que mueren por apoptosis. 

Los resultados para muestras individuales realizados en este estudio no siempre 

se correspondieron unos con otros, pudiendo producirse resultados discordantes entre 

los ensayos, como los observados en el estudio de Damby, 2012. Por ejemplo, para las 

células tratadas con una concentración de 10 mg/cm2 de ceniza del volcán Tungurahua, 

no se produjo una liberación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), al compararlo 

con las células sin tratamiento. Sin embargo, si se produjo una disminución en la 

viabilidad celular (26.29%), así como un aumento significativo de nitritos (19.89 µg/mL) y 

de la actividad de la enzima SOD (66.08%). También, se observó una elevada 

expresión de IL-1β (7.02 ng/µL), IL-6 (1.18 ng/µL), e IL-8 (4.67 ng/µL), al compararlos 

con la expresión del grupo control para cada citocina.  
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Por lo tanto, la respuesta inmunitaria observada, se puede explicar debido a la 

naturaleza heterogénea de las cenizas volcánicas, tanto de sus características 

intrínsecas como de sus factores externos (Cervini-Silva et al., 2014; Damby, 2012).  
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CAPÍTULO VI: Conclusiones 

 

Se determinó que las ocho concentraciones de ceniza de los volcanes Cotopaxi, 

Pichincha y Tungurahua (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg/cm2), produjeron 

una disminución significativa en la viabilidad de las células epiteliales alveolares de 

adenocarcinoma humano (A549). Observándose una respuesta dosis y tiempo 

dependientes, siendo la mayor concentración de ceniza volcánica (40 mg/cm2), la que 

produjo una menor viabilidad celular. 

Se observo que las células A549 desarrollaron una respuesta inflamatoria 

después de la exposición a ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, 

mediante la expresión de las citocinas IL-1β, IL-6, e IL-8. Observándose que en la 

concentración de 10 mg/cm2 de ceniza del volcán Tungurahua, a las 24 h, se 

expresaron los mayores niveles de las tres citocinas evaluadas. Por lo tanto, la 

respuesta inflamatoria fue independiente de la dosis de ceniza volcánica y de los 

tiempos de tratamiento.  

La concentración de óxido nítrico, cuantificada como cantidad de nitritos, solo 

fue representativa en las células tratadas con la ceniza del volcán Tungurahua, 

obteniéndose un aumento significativo en los niveles de nitritos al compararlos con el 

grupo control. Por lo tanto, se produjo un estrés nitrosativo en las células A549, lo que 

provocó un incremento en la respuesta proinflamatoria. 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa presento una respuesta 

dependiente de la dosis, en las células tratadas con las tres concentraciones de ceniza 

(5, 10 y 40 mg/cm2) del volcán Tungurahua. Produciéndose una disminución en la 

viabilidad celular debido al estrés oxidativo generado. 
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No se produjo una liberación de la enzima lactato deshidrogenasa, en las células 

A549 expuestas a ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua, al 

compararlas con las células sin tratamiento. Por lo tanto, la muerte de las células A549 

no fue ocasionada por la lisis de la membrana plasmática. 

Este estudio demostró que las cenizas el volcán Tungurahua, son las más 

dañinas, ya que producen un elevado efecto citotóxico y una mayor respuesta 

inflamatoria en células de adenocarcinoma humano. Observándose una menor 

respuesta para las cenizas del volcán Pichincha y finalmente para el volcán Cotopaxi. 
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CAPÍTULO VII: Recomendaciones 

 

Realizar los ensayos de viabilidad celular, expresión de citocinas inflamatorias y 

desarrollo de estrés oxidativo y nitrosativo, en células humanas pulmonares sanas, para 

determinar que los resultados obtenidos no son exclusivos de células cancerígenas 

(A549).  

Utilizar solo las fracciones respirables de la ceniza volcánica (PM10 Y PM2.5), 

para determinar el efecto toxico y el proceso inflamatorio, producido en la región 

torácica y alveolar del sistema respiratorio. 

Realizar la cuantificación de las citocinas inflamatorias mediante PCR en tiempo 

real, ya que la cuantificación génica mediante esta técnica es altamente específica y 

eficiente. 

Utilizar una matriz 3D de tejido primario del pulmón humano, modelando la 

fisiología pulmonar, para determinar los efectos tóxicos que produce la ceniza volcánica, 

en un entorno más semejante al verdadero pulmón. 
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