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1.PREAMBULO

Este documento se ha traducido al espafiol con el apoyo del Ministerio para la Transicidn Ecoldgica
y el Reto Demografico (MITERD). El documento esta vinculado con las necesidades de la Nueva
Directiva Europea de Calidad del Aire (NDECA). Ha sido preparado como parte del proyecto europeo
"Research Infrastructures Services Reinforcing Air Quality Monitoring Capacities in European Urban
& Industrial AreaS” (RI-URBANS) que enlaza la experiencia en observacion atmosférica de “Aerosols,
Clouds and Trace gases Research InfraStructure Consortium”, ACTRIS-ERIC con las capacidades de

observacion de la calidad del aire (CA) urbano de las redes de vigilancia de la CA (RVCAs).

La NDECA subraya la importancia que tienen los nuevos contaminantes sobre la CA y el bienestar
de los ciudadanos. En concreto, se requiere que los nuevos contaminantes, como particulas
ultrafinas (UFP), distribucion de tamafo del nimero de UFP (PSND), Black Carbon (BC), carbono
elemental (EC), amoniaco (NHs), un gran nimero de compuestos organicos volatiles (COVs) vy las
mediciones de trazadores potencialmente téxicos de material particulado (potencial oxidativo (OP,
por sus siglas en inglés) del material particulado (PM)), sean monitorizados tanto en superestaciones
rurales como urbanas, con el fin de respaldar el conocimiento cientifico de sus efectos sobre la salud

y el medio ambiente.

Este documento guia describe los pasos necesarios para realizar mediciones del OP de PM
atmosférico y proporciona una actualizacidon del estado del arte en esta armonizacion. Este
documento guia describe los diferentes ensayos de OP. También proporciona informacién de los
ultimos estudios que comparan datos y explica su conexién con las fuentes de emisién, la
composicién quimica y el tamafo del PM. Ademads, ofrece recomendaciones a seguir en la
implementacién de mediciones de OP de PM de acuerdo con las conclusiones obtenidas en el primer
ejercicio internacional de comparacion inter-laboratorio desarrollado en el marco del proyecto RI-
URBANS. Finalmente, se comparte un protocolo de medicion simplificado desarrollado para el
ensayo de OP-ditiotreitol (DTT), el mas utilizado, donde los pasos mas criticos se han optimizado y
armonizado en el marco de una tarea especifica de RI-URBANS por un conjunto de laboratorios

expertos.

Esta es una guia de RI-URBANS para el protocolo / método especifico que forma parte del entregable

D46 (D6.1) de RI-URBANS, el cual, con el apoyo para la publicacién de AXA Research Fund, conforma
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la difusion final D55 (D7.6). Cualquier diseminacién de estos resultados debe indicar que el
documento solo refleja las opiniones de los autores y que ni la Comisién Europea ni el MITERD son

responsables de ninglin uso que se haga de la informacién que contiene.

2. DEFINICION DE POTENCIAL OXIDATIVO DE PM

Los efectos sobre la salud atribuibles al PM son complejos y diversos, y en general, el PM;;5 se
considera actualmente el principal contribuyente ambiental a los efectos adversos para la salud a
nivel mundial (WHO, 2017). El PM puede actuar a través de diferentes mecanismos, como el estrés
oxidativo y la inflamacidn, alteraciones gendmicas, deterioro de la funcién del sistema nervioso y
alteraciones epigenéticas, entre otros. Por lo tanto, no es posible abarcar todos estos efectos

mediante el monitoreo de un solo parametro de calidad del aire.

El potencial oxidativo del material particulado (OP de PM) representa la capacidad del PM de
provocar reacciones oxidativas o generar especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) en un medio bioldgico. (Bates et al., 2015; Cho et al., 2005; Sauvain et al., 2008; Uzu et al.,
2011). Las ROS pueden ser transportadas por el PM o ser inducidas/producidas a partir de sus
interacciones con el sistema bioldgico (por ejemplo, fluidos, células y tejidos) y cuantificarse
mediante diferentes metodologias (Goldsmith et al., 1997; Landreman et al., 2008; Sarnat et al.,
2016). El OP se puede calcular para diferentes moléculas objetivo, como el 1.4-ditiotreitol (OPP™T),
acido ascérbico (OP*), glutation (OP%M), acido urico (OPYA), y 2,7-diclorodihidrofluoresceina
(OPPCFH) entre los mds utilizados. Estos se conocen como ensayos de deplecidn de OP (Janssen et
al., 2014; Shen et al., 2022). Ademas, el ensayo (OP®R) mide el OP en funcién de la capacidad del
PM para generar radicales hidroxilo (6 OH) en presencia de perdxido de hidrégeno (H;0z), y la
trampa de espin 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO) (Janssen et al., 2014), el ensayo OP°" mide
la formacién del radical hidroxilo (6OH) en el liquido pulmonar sustitutivo que contiene los
principales antioxidantes pulmonares, mientras que el ensayo de Resonancia Paramagnética
Electrénica (EPR, por sus siglas en inglés) mide los radicales libres unidos a particulas (Shen et al.,

2022).

El OP suele ser una medicién cinética basada en la tasa de agotamiento de antioxidantes o

sustitutivos cuando entran en contacto con PM. El OP puede ser normalizado en masa (OPm
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expresado en nmolAnti-Ox.mint.ug?) representando la capacidad inherente de un pg de PM para
oxidar el pulmén y estd relacionado con la “nocividad” de dicho PM. El OP también puede ser
normalizado por volumen (OPv expresado en nmolAnti-Ox.min"t.m3) en relacidn con la exposicién
de la poblacién a compuestos oxidantes atmosféricos. Cabe destacar que el OPv de PM suele

abreviarse como OP de PM y el OPm también se denomina «OP intrinseco» en la literatura cientifica.

2.1. Variabilidad espacial y temporal del potencial oxidativo del PM

La actividad del OP del PM puede variar en funcion de la existencia de fuentes de emisidn, sus
caracteristicas quimicas (p. ej., especiacion y solubilidad), asi como del tamaio y la superficie de la
particula. Puede considerarse una métrica integral asociada con la toxicidad de las particulas a
través del estrés oxidativo, como sugieren Calas et al. (2018). Partiendo del concepto de que la
exposicion al PM puede desencadenar estrés oxidativo, el OP del PM puede contribuir a identificar

los componentes del PM responsables de ciertos efectos observados sobre la salud.

Los niveles de OP se pueden medir mediante diferentes pruebas acelulares que involucran
diferentes antioxidantes/sustitutos (ver secciones adicionales) que pueden brindar informacién
sobre el OP intrinseco (OP normalizado en masa en nmol min™ pg?) y la exposicién al OP (volumen

normalizado de OP en nmol mint m3).

Los niveles de OP de PM pueden variar de un lugar a otro, ya que se ven afectados por la
composicidn quimica, las fuentes de emisién que impactan en el PM y el tamaio y la carga de PM
en cada lugar especifico. En los ultimos 10 afios, se han conseguido mejoras muy importantes en los
métodos de asignacion de fuentes para determinar y cuantificar las principales fuentes y procesos
qgue influyen en el PM medido en una ubicaciéon determinada. Ademas, algunos estudios se han
centrado en vincular el OP del PM con contribuciones de fuentes de emision especificas (Bates et
al.,, 2019 y sus referencias) o en establecer modelos de regresiéon predictiva basados en las
concentraciones de los componentes del PM (Weber et al., 2018; Weichenthal et al., 2016). Muchos
estudios han desarrollado recientemente técnicas de contribucién de fuentes al PM, como el analisis
de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés), factorizacion de matrices positivas (PMF,
por sus siglas en inglés), analisis de random forest y modelos neuronales de perceptrén multicapa
(Borlaza et al., 2021; Daellenbach et al., 2020; Grange et al., 2022; in 't Veld et al., 2023; Shen et al.,
2022; Srivastava et al., 2018; Weber et al., 2021. 2019) que aplicados a series de PM de las que se
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tiene especiacién quimica y OP, pueden ser muy Utiles para identificar que fuentes son las causantes

del OP del PM.

Debido a la estacionalidad de las fuentes de emisiones (por ejemplo, la quema de biomasa
residencial en invierno), algunos estudios han obtenido diferencias importantes entre el OP del PM
para diferentes épocas del afio, mientras que otros no (Borlaza et al., 2021; Calas et al., 2019; Cesari
et al., 2019; Dominutti et al., 2023; Paraskevopoulou et al., 2019; Perrone et al., 2016; Pietrogrande
et al., 2018; Zhou et al., 2019). En general, los estudios realizados en regiones con fuertes cambios
estacionales (zonas montafiosas) presentan mayores diferencias de contribuciones de fuentes que
los realizados en zonas templadas (zonas costeras). Ademas, varios estudios ya han demostrado que
las diferentes contribuciones de fuentes de PM tienen distinta sensibilidad a las pruebas de OP
(Bates et al., 2015; Cesari et al., 2019; Daellenbach et al., 2020; Dominutti et al., 2023; Fang et al.,
2016; Paraskevopoulou et al., 2019; Verma et al., 2014; Weber et al., 2018; Zhou et al., 2019). En
particular, las fuentes con altas concentraciones de metales de transicion, como el trafico rodado,
el polvo de rodadura y las fuentes industriales, parecen tener un mayor potencial intrinseco que
otras fuentes de PM para un tipo de OP determinado. Sin embargo, aln existe un niumero limitado
de estudios que integran el monitoreo composicional de PM a largo plazo, y solo en ocasiones
consideran la variabilidad estacional. Por consiguiente, es posible que no abarquen una variabilidad
completa de las fuentes de emisién para un sitio determinado, omitiendo algunas caracteristicas
importantes sobre el OP de PM relacionado con las fuentes. Esta limitacidon es aun mayor en
términos de distribucidn espacial. La mayoria de los estudios se desarrollaron en regiones de alto
desarrollo econdmico, donde las discrepancias relacionadas con las fuentes de emisidn son menos

significativas.

Finalmente, obtener un modelo general que vincule el OP de PM con los componentes del PM
especificos del sitio, o las contribuciones de las fuentes de emision, es un desafio, ya que el OP
depende no solo de las concentraciones de especies redox activas, sino también de factores que
influyen en la diversidad de reacciones redox y la formacién de ROS en el cuerpo humano
(Shahpoury et al., 2022). Por lo tanto, la seleccién de los ensayos de OP para obtener una amplia
gama de determinantes de OP dependera del conocimiento previo sobre las caracteristicas del PM
en una ubicacion determinada. La combinacion de dos o tres ensayos de OP con sensibilidades
complementarias proporcionara informacién mas exhaustiva sobre las caracteristicas del PM que

subyacen a los efectos del OP en la salud humana.
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2.2. Relacion entre el potencial oxidativo de PM y los impactos en salud

La investigacion sobre mediciones del OP de PM comenzé en 2005, y se han dedicado considerables
esfuerzos al desarrollo de protocolos de medicidn y a la vinculacion de este nuevo parametro con
los compuestos de PM, sus fuentes de emision y sus efectos adversos para la salud. Los avances
recientes en técnicas de laboratorio de alto rendimiento y en métodos en tiempo real para la
medicion de OP de PM, asi como en la atribucion del OP de PM a la contribucién de fuentes de PM,
tendrdn un impacto significativo en la identificacién de las principales fuentes de emisidn
responsables del dafio oxidativo pulmonar. Esto, a su vez, permitira desarrollar estrategias mas
efectivas para mitigar los efectos negativos de la contaminacién atmosférica sobre la salud. El valor
afiadido del OP de PM parece ser una propiedad esencial de las particulas, que constituye un factor

unificador entre las fuentes de PM vy sus efectos sobre la salud.

Recientemente, el OP de PM vy sus fuentes relacionadas se han vinculado con ciertos impactos en
salud. Sin embargo, aln se necesitan evidencias mas claras del OP de PM como indicador de los
efectos en salud, y hasta la fecha no existe consenso sobre uno o varios métodos estandarizados
para medir el OP de PM. En los ultimos afios, cada vez hay mas evidencia que asocia ensayos OPP™T
y OPAA con ciertos efectos en salud (Bates et al., 2015; Borlaza et al., 2022; Canova et al., 2014; Fang
et al., 2017b; Janssen et al., 2015; Marsal et al., 2023; Strak et al., 2017; Weichenthal et al., 2016;
Yang et al., 2016). Algunos estudios han evaluado las asociaciones entre los ensayos de OP y los
efectos en salud, utilizando observaciones del OP de PM mediante mediciones y utilizando estas en
modelizacién (como los modelos de regresion del uso del suelo, LUR), para evaluar la variabilidad
espacial del OP del PM cuando no se disponia de mediciones (Bates et al., 2015; Gulliver et al., 2018;

Strak et al., 2017).

Numerosos estudios basados en la medida del OP** no encontraron efectos significativos en la salud
para los primeros anos de vida, la mortalidad respiratoria y cardiovascular, las emergencias
cardiorrespiratorias y la mortalidad por cancer de pulmén (Borlaza et al., 2022; Fang et al., 20173;
Maikawa et al., 2016; Marsal et al., 2023; Weichenthal et al., 2016). No obstante, se identificaron
ciertas asociaciones positivas entre el OP*A de PM y biomarcadores inflamatorios sistémicos, asi
como para el OPER, en estudios centrados en la exposicidon a corto plazo (Janssen et al., 2015; Liu et
al., 2018; Marsal et al., 2024). Estos resultados sugieren que el OPA* proporciona una visién limitada

de la conexién entre el OP de PM vy los efectos adversos para la salud. Sin embargo, el conjunto de
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estudios existentes es insuficiente para descartar su capacidad predictiva de los resultados para la
salud. Los estudios de Korsiak et al. (2022) y Toyib et al. (2022) establecieron fuertes asociaciones
entre el PMys en exteriores, los gases oxidantes, las hospitalizaciones respiratorias de nifios y la
mortalidad cuando los niveles de metales, azufre y el OP de PM (especialmente para OP®H y, en

casos especificos, OP*4) eran elevados.

Por otro lado, dos sondas tiol-base han mostrado asociaciones mas positivas con la salud. En varios
estudios, el OPP™T se ha relacionado con diversos sintomas de valoracién cardiacos (por ejemplo,
infarto de miocardio) y respiratorios agudos (Abrams et al., 2017; Bates et al., 2015; Delfino et al.,
2005; Fang et al., 2017b, 2016; He et al., 2021; Janssen et al., 2015; Weichenthal et al., 2016; Yang
et al., 2016). Una cohorte canadiense (193.000 participantes) mostré cierta asociacion significativa
entre el OP%"y la mortalidad por causas especificas, asi como el cancer de pulmén (Weichenthal et
al., 2016). Recientemente, Marsal et al. (2023), en un estudio de cohortes a largo plazo, han
establecido una asociacidn consistente entre el OPP™™ prenatal personal y varios parametros de la
funcién pulmonar en los primeros afos de vida relacionados con la restriccion del crecimiento
pulmonar. Estos resultados concuerdan con estudios pioneros que utilizan la cohorte de nacimiento
PIAMA (Prevention and Incidence of Asthma and Mite Allergy) para demostrar que los efectos en la
salud respiratoria estaban mas fuertemente asociados con el OPP™" que con la masa de PMy s (Yang
et al., 2016). Del mismo modo, dos estudios de cohortes hallaron algunas asociaciones positivas
entre el OP personal de PM; sy las restricciones del crecimiento fetal, concretamente la disminucién
del peso vy la altura al nacer se correlacionaron con el OPP™" y el OP%*! (Borlaza et al., 2022; Lavigne
et al., 2018). En general, un punto clave de la mayoria de los estudios publicados es que el OP de

PM era mas predictivo sobre los efectos en salud que otros componentes, incluida la masa de PM.

Por ultimo, un estudio con el método de OP emergente que evalla una medicidn directa del radical
*OH en el liquido de revestimiento hallé algunas asociaciones positivas para el OP°H y asma,
enfermedades cardiovasculares y bajo peso al nacer (también visto para OP®™") en Los Angeles (Shen
et al.,, 2022). En cuanto al OPER, se necesitan mds estudios con el OP°" para evaluar algunas

estadisticas sobre estas metodologias que son prometedoras.

Estos estudios aumentan la evidencia sobre la relevancia del OP de PM como una métrica de
exposiciéon util basada en los efectos en la salud. También promueven el uso de ensayos del OP

basados en sondas antioxidantes a base de tioles con una sensibilidad amplia y equilibrada a los
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compuestos de PM: el OPP™" y el OPS*H son hasta la fecha los andlisis de OP mdas prometedores
(probablemente con una pequefia ventaja para el OPP™ debido a su mayor aplicacién en mas
estudios epidemioldgicos por ser el ensayo mds antiguo), pero no se pueden descartar otros analisis.
En general, las pruebas epidemioldgicas siguen siendo limitadas porque este campo de investigacion
es relativamente reciente. La aplicacién del OP de PM en estudios de efectos en la salud se ha hecho
posible muy recientemente (menos de 10 afios), con la aparicion de metodologias de OP que son
mas rapidas. Sin embargo, estos estudios deben realizarse con protocolos estandarizados de OP de
PM para informar sobre: i) la capacidad del OP de PM como predictor de efectos de salud
complementario a las mediciones de las concentraciones masicas de PM y ii) cémo las caracteristicas
del PM Yy los diferentes analisis de OP pueden relacionar los efectos agudos y créonicos sobre la salud

asociados a la contaminacidon atmosférica.

3.METODOS DE MEDICION DEL POTENCIAL OXIDATIVO DE
PM Y CONTROL DE CALIDAD

3.1. Armonizacion de los métodos de medicidon

Hasta ahora no se ha desarrollado un protocolo armonizado de medicién del OP de PM. Diferentes
grupos de investigacidn utilizan sus propios protocolos basados en diferentes sondas o con
diferentes pasos con respecto a la extraccion, o la propia medicidn, haciendo que las mediciones no

sean comparables.

Aunque se han desarrollado varios analisis acelulares de OP, y en los ultimos afios se han producido
muchas mejoras en el estado de los conocimientos sobre los ensayos del OP, ain son necesarios
mas avances para lograr la estandarizacién de los diferentes ensayos de OP. Esto es necesario para
alcanzar un consenso cientifico en cuanto a comparabilidad de mediciones, y asi para permitir un
uso amplio y preciso de esta medida. Para ello, un grupo de investigadores de la UE, en el marco del
proyecto RI-URBANS de la UE, ha desarrollado un protocolo simplificado para un ensayo de OP, el
protocolo OPP™T (denominado OPP™ RI-URBANS’ SOP), para poner en marcha el primer ejercicio
internacional de comparacién entre laboratorios. Las siguientes secciones muestran las
recomendaciones actuales para los andlisis de OP, los OPP™" RI-URBANS’ SOP asociados y los

resultados de la inter-comparacién.
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3.2. Descripcion de los métodos y protocolos disponibles

Como indicador de las propiedades oxidativas del PM, el OP de PM se mide para reflejar la capacidad
del PM para generar ROS, ya sea a través del consumo de antioxidantes o de la produccién de
oxidantes durante el proceso de interaccion del PM con el sistema biolégico (Goldsmith et al., 1997;
Landreman et al., 2008). El OP de PM se puede evaluar en muestras atmosféricas tanto en el
laboratorio como en el tiempo real (hasta la fecha sélo hay prototipos de investigacion disponibles
para este ultimo). El método RI-URBANS se centra en mediciones en el laboratorio a partir de
muestras de filtros de PM que se extraen en suspension liquida (coexisten varios procedimientos)

antes de someterlas a los diferentes ensayos.

Se han utilizado dos tipos de métodos para medir el OP de PM, incluidos los ensayos celulares y
acelulares. Los ensayos acelulares cominmente utilizados incluyen el uso de antioxidantes
pulmonares o sustitutos tales como DTT, AA, GSH, UA, y DCFH vy, en consecuencia, se denominan
OPANt-OX  Concretamente, los ensayos OPPTT, OPAA y OP%H se basan en la incubacidon de los
antioxidantes (DTT, AA, GSH) en extractos acuosos de PM en agua, metanol o liquido pulmonar
simulado (Calas et al.,, 2017). Las tasas de pérdida (agotamiento) de los antioxidantes
proporcionaron una estimacién del OP de PM (Massimi et al., 2020). En cambio, el método DCFH se
basa en evaluar la reaccion ROS del PM con DCFH, un reactivo no fluorescente, en presencia de
peroxidasa de rdbano picante. Esta reaccion produce un compuesto fluorescente, la 2,7-
diclorofluoresceina (DCF). Dado que no todos los oxidantes pueden reaccionar con el DCFH, la
intensidad de la fluorescencia generada a partir de la reaccion no capta necesariamente la capacidad
oxidativa total y proporciona solo una aproximacion del OP de PM (Massimi et al., 2020; Perrone et
al., 2016). De forma similar al ensayo OPP“™" se han desarrollado otros dos métodos para medir la
generacién continua de ROS a lo largo del tiempo, utilizando cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) con sondas fluorescentes y resonancia de espin electrénico (ESR) (Bates et al., 2019). En
particular, la ESR mide la formacién de radicales hidroxilo inducida por PM (¢OH) mediante la
deteccion de las sefiales de resonancia paramagnética de electrones (EPR, por sus siglas en inglés)
(Hellack et al., 2014; Shi, 2003). Los métodos HPLC miden una serie de sustancias que se generan
por la reaccion ROS con sustancias quimicas especificamente seleccionadas para el ensayo (Shen et
al., 2011). Los diferentes ensayos acelulares se centran en diferentes reacciones redox. Por ejemplo,

los métodos ESR y HPLC son mas sensibles a ROS especificos, incluyendo al perdxido de hidrégeno
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(H20,) y al radical OH, mientras que el ensayo OPP™T es mads sensible al H,0; y al radical superéxido
(O2) (Bates et al., 2019; Xiong et al., 2017). Por otra parte, los ensayos de AA 'y GSH no respondieron
especificamente a una ROS en particular, incluyendo ¢OH y H,0, (Bates et al., 2019). El hecho de
centrarse en diferentes reacciones redox podria ser una de las principales causas de las diferencias
en el rendimiento de los métodos. Por ejemplo, el OP examinado por el ensayo OP** y el ensayo
OP%H en las mismas muestras de PM sélo tienen una correlacion moderada (r?> =0.43-0.45)

(Maikawa et al., 2016).

3.3. Recomendaciones para la medicion del potencial oxidativo de PM

Las recomendaciones que aqui se resumen proceden de los estudios realizados en el marco de RI-

URBANS y publicados por Dominutti et al. (2024).

3.3.1. Muestreo, conservacion y tratamientos previos al analisis

En la actualidad, las mediciones del OP de PM se realizan principalmente en el laboratorio con
muestreadores de filtros que recogen y acumulan PM durante un periodo de tiempo determinado.
El muestreo de los filtros puede realizarse con filtros de teflén o de fibra de cuarzo utilizando
captadores de bajo volumen/alto volumen, en calidad del aire con equipos de referencia para PMio
o PMys, garantizando una carga minima de PM que permita obtener una concentracion de
extraccién de 25ugPM.ml?. El andlisis del OP también requiere utilizar blancos de campo para

calcular el OP definitivo.

El método RI-URBANS se centra en las mediciones en el laboratorio de muestras de filtros de PM
gue se extraen en suspension liquida (coexisten varios procedimientos) para su posterior incubacién

y andlisis.

Huelga decir que no sélo la preparacién, sino también la conservacién de las muestras antes de la
extraccion e incubacion afecta a los resultados del OP. En consecuencia, las muestras de filtros PM
tienen que conservarse congelados (o mantenerse a <4°C en frio si el analisis es rapido tras la
recogida) desde la toma de muestras hasta el andlisis, para evitar la pérdida de especies
reactivas. Ademas de la conservacion antes del analisis, el protocolo de extraccién de las fracciones
de PM de los filtros también es un parametro clave que hay que armonizar. El PM pueden extraerse
utilizando agua, metanol o liquido de revestimiento; con tiempos diversos, ultrasonidos, vortex o

agitacién suave. Este paso necesita una mayor estandarizacion, pero RI-URBANS recomienda una
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extraccidon con un liquido que sea lo mas parecido a los del pulmén, es decir, a base de agua (agua
ultrapura o tampdn a base de agua o liquido de revestimiento pulmonar simulado en base de agua)
a pH7.4, y 37.4°C con una extraccién en vortex durante 75 min para extraer todos los compuestos
de PM. La sonicacién es menos recomendable que la extraccién en vortex porque crea algunos

extra-ROS en el medio.

A continuacion, los ensayos implican la obtencién de extracto de PM filtrado (OP soluble en agua) o
suspensiones de PM sin filtrar (OP total, incluidas las fracciones solubles en agua e insolubles) para
incubarlas posteriormente con reactivos quimicos que influyan en la respuesta. Dado que el PM
entra en contacto con los pulmones con compuestos solubles e insolubles, recomendamos evaluar
el OP con suspensiones de PM sin filtrar para tener en cuenta tanto la fraccién soluble como la
insoluble. Cuando se utilizan diferentes protocolos y condiciones, se pueden obtener discrepancias
en las mediciones de OP, y este paso crucial necesita una mayor estandarizacién (Calas et al., 2018;

Yang et al., 2014).

3.3.2. El tipo de ensayos recomendados

Como se ha mostrado en secciones anteriores, existen diferentes ensayos de OP. La seleccién de
estos influird en las contribuciones de las fuentes de PM que regirdn los valores del OP de PM con
el ensayo seleccionado. Asi, el OP** probablemente se verd mas afectado por metales especificos y
pocos organicos especificos, mientras que el OPP™ se ve influido por una gama mas amplia de
contribuciones. En consecuencia, hay que tener en cuenta que la eleccidén del ensayo de OP afecta
a la clasificacion del OP de la contribucién de fuentes del PM, lo que puede complicar el mensaje a
transmitir a las partes interesadas locales para las acciones de mitigacion (Dominutti et al., 2023;
Gao et al., 2020). Sin embargo, la futura eleccién del mejor ensayo (o combinacién) de OP no
depende de la relacidn que se haga con los compuestos y fuentes de PM, sino de los efectos en

salud.

Actualmente se han evaluado cinco tipos de analisis de OP, y de ellos tres con mas detalle, en lo
referente a los efectos en la salud. Hasta ahora, se han encontrado pocas asociaciones entre el OPAA
y efectos en salud, pero si con biomarcadores de inflamacién (Marsal et al., 2024). También faltan
estudios concluyentes para los nuevos ensayos directos de OP (OPO" y OPESR) "gunque parezcan
prometedores (Yang et al., 2016). Por ello, a falta de otros ensayos con un nuimero suficiente de

estudios, los ensayos de OP basados en tioles, a saber, OPP™"y OP%H, emergen como los ensayos de
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OP mas prometedores en cuanto a su asociacién sobre efectos en la salud (Abrams et al., 2017;
Borlaza-Lacoste et al., 2024; Fang et al., 2016; Janssen et al., 2015; Weichenthal et al., 2016; Yang
et al., 2016). Estas evidencias son suficientes para recomendar un seguimiento rutinario adicional a
mayor escala temporal y espacial. El monitoreo de rutina del OP de PM, si se realiza en ciudades
europeas, mejorara en gran medida el poder de los estudios epidemioldgicos, utilizando el OP como
parametro de calidad del aire para relacionar los efectos en la salud. Para ser mas informativo, seria
esencial monitorizar simultdneamente PMys, PMio y NO2 para evaluar el valor afiadido en

epidemiologia de la medida del OP de PM.

Se recomiendan al menos dos ensayos complementarios y simultaneos, una prueba basada en
tioles (OPP™ o OP®SH) y otra (entre OP°H, OPAA, u otra) para obtener informacién de una amplia
gama de especies redox-activas. Se considera que de este modo se evaluard con mas profundidad
el rango de componentes/contribucion de fuentes de PM mas oxidantes, y se podrd evaluar mejor
su relacién en los efectos en la salud. Por ultimo, la seleccién de las pruebas de OP complementarias
gue se aplican en un lugar determinado debe evaluarse con prudencia y dependera en gran medida
de los conocimientos previos sobre la geoquimica de las contribuciones de fuentes a PM, las
concentraciones y la composicion quimica del PM. Esta estrategia también es esencial, ya que afecta

al mensaje que se transmitira sobre las fuentes objetivo en futuras politicas de mitigacién.

En cuanto al uso de un protocolo, el protocolo OPP™T se simplificd y armonizé durante el proyecto

RI-URBANS, y el mismo se puede encontrar detallado a continuacién.

3.3.3. Protocolo OPP™ simplificado y armonizado (OPP™" RI-URBANS' SOP) «Evaluacién
de la reactividad acelular de las particulas mediante ensayo con ditiotreitol
(DTT)»

3.3.3.1. Método 1 - Ensayo OPP™" utilizando lectores de placas

Antes de las mediciones de absorbancia de las muestras, se ha de realizar una calibracién del
dispositivo analitico utilizando una curva de calibracion DTT para un rango de concentracidn entre
0y 60 uM (valoracion con 1mM DTNB y lectura de la formacion de TNB a 412 nm) e informe de los

resultados en el archivo Excel proporcionado.
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3.3.3.2. Reactivos

Preparacion de la solucion tampdn de fosfato potdsico (0.1 M) a pH 7,4

Pesar 13,41 g de fosfato dipotdsico (K2HPO4, CAS [7758-11-4]) y 3.13 g de dihidrogenofosfato
potasico (KH,POa4, CAS [7778-77-0]) y mezclarlos en un matraz aforado de 1000 ml con agua

ultrapura MilliQ. Comprobar el pH con un pH-metro; la lectura debe serigual a 7.4 £ 0.1.

Preparacion de la solucion madre de DTT (8,3 mM)

Pesar 38.6 mg de 1.4-Ditiotreitol (DTT, CAS [3483-12-3]) y aiadir 30 ml de soluciéon amortiguadora
de fosfato de potasio (A2.1). Mantener la solucién bajo un bafio de hielo o en el frigorifico hasta su

uso.

Preparacion de la solucion hija de DTT (0.25 mM)
Esta solucidn se obtiene a partir de 1.20 ml de la solucién de DTT 8.3 mM (A2.2) y se enrasa a un
volumen final de 40 ml con solucién tampdn de fosfato potasico (A2.1). Mantener la solucidn bajo

un bafio de hielo o en el frigorifico hasta su uso.

Preparacion de la solucion madre de dcido dinitrotiobenzoico (DTNB) (10 mM)
Pesar 118.8 mg de 5,5'-Ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB, CAS [69-78-3]) y aiadir 30 ml de la
solucién amortiguadora de fosfato de potasio (A2.1). Mantener la solucidn en un bafio de hielo o en

el frigorifico hasta su utilizacion.

Preparacion de la solucion hija DTNB (1 mM)
Esta solucidn se obtiene diluyendo 4ml de la solucion de DTNB 10mM (A2.4), enrasando hasta un
volumen total de 40 ml con la solucién tampdn de fosfato potasico (A2.1). Conservar la solucién

bajo un bano de hielo o en el frigorifico hasta su uso.

3.3.3.3. Soluciones de suspension de PM que deben analizarse - muestras
Ejemplo dado a continuaciéon para el analisis de 4 muestras de PM extraidas a 25 pyg.mL en

condiciones fisiolégicas (pH7.4, 37.5°C) y sin filtrar.

3.3.3.4. Material
Una placa transparente de 96 cubetas es suficiente para procesar todas las muestras por triplicado.

Se puede utilizar otra placa de 96 cubetas para la curva de calibracién de DTT.

Las muestras deben estar en agitacidon durante el tiempo del experimento a 37.4°C.
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Se necesita un bafo de hielo para mantener el DTT y el DTNB frios (al menos mantener la solucion

de reactivo fresca en el congelador hasta su uso).

3.3.3.5. Procedimiento para lectores de placas inyectados automdticamente
Exposicion DTT y andlisis DTNB

Ajustar la temperatura del lector de placas a 37.4°C durante todo el ensayo.

e Trazar una cuadricula para placa de 96 cubetas y ubicar las muestras SP1 a SP4 como en la tabla

siguiente, dejando las primeras 3x4 cubetas para el Controlox (oxidacién de fondo inherente al

DTT).

1 2 3 4 5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12
A | Controlox | Controlox | Controlox | 5p1 | SP1 | SP1 | SP2 | SP2 | SP2 | SP3 | SP3 | SP3 | T=0
B | Controlox | Controlox | Controlx | 5p1 | SP1 | SP1 | SP2 | SP2 | SP2 | SP3 | SP3 | SP3 | T=10
C | Controlox | Controlox | Controlox | Sp1 | SP1 | SP1 | SP2 | SP2 | SP2 | SP3 | SP3 | SP3 | T=20
D | Controlox | Controlox | Controlox | Sp] | SP1 | SP1 | SP2 | SP2 | SP2 | SP3 | SP3 | SP3 | T=30
E|SP4 | SP4  |SP4 =0
F|SP4 |SP4  [SP4 T=10
G|SP4 | SP4  |spa T=20
H|[SP4 |SP4 |sP4 T=30

e Colocar 20 pl de muestras SP1 a SP4 en cada cubeta y 20 pl de agua ultrapura en las cubetas
Controlox

e Afadir 220 ul de la solucién tampdn de fosfato potdsico (A2.1) en las cubetas de muestras SP1 a
SP4 y en las cubetas Controlox.

e Preparar el lector de placas a 37.4°C.

e Colocar la placa en el lector e incubar durante 10 minutos.

e Agitar la placa con el equipo durante un minuto.

e Leer la absorbancia intrinseca de las muestras/control a 412 nm.

e A T=0 min, programar el inyector A para dispensar 50uL de DTT 0.25 mM (A2.2) en TODAS las
cubetas. Mantener la solucidn bajo un bafio de hielo o en el frigorifico hasta su uso.

e AT=0min, programar el inyector B para dispensar 50uL de DTNB 1 mM (A2.5) en las cubetas T=0
(lineas Ay E). Mantener la solucidn bajo un bafio de hielo o en el frigorifico hasta su uso.

e Agitar la placa junto al lector durante 30 segundos cada minuto durante 10 minutos.

e A los T=10 minutos, verter 50 pl de DTNB 1 mM (A2.5) en las cubetas T=10 (lineas B y F) para

detener la reaccion de consumo de DTT por las muestras.
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e Agitar la placa con el dispositivo durante 30 segundos cada minuto durante 10 minutos.

e Alos T=20 minutos, verter 50 pl de DTNB 1 mM (A2.5) en las cubetas T=20 (lineas Cy G).

e Agitar la placa con el dispositivo durante 30 segundos cada minuto durante 10 minutos.

e Alos T=30 minutos, verter 50 ul de DTNB 1 mM (A2.5) en las cubetas T=30 (lineas D y H).

e Agitar la placa durante 60 segundos, esperar 10 segundos y leer la absorbancia final a 412 nm.
El compuesto amarillo (TNB) formado es estable durante dos horas; solo es necesaria una
medicion de absorbancia final.

e Calcular la cinética de la oxidacion del DTT como:

o nmol DTT/min se obtiene restando tanto la absorcion intrinseca de cada muestra (para
eliminar un posible efecto matriz entre muestras, el valor obtenido en el paso 7) como la
tasa de autooxidacién de DTT inherente (pendiente de la muestra Controlox) de la tasa de
consumo de DTT en presencia de particulas (SP1-4).

o nmol DTT/min/ug se obtiene restando la absorcidn intrinseca de cada muestra y la tasa de
autooxidacién inherente del DTT de la tasa de consumo de DTT en presencia de PM vy
dividiéndola por la masa de PM en la reaccion.

o El% de DTT consumido/pg/min se obtiene por el % de DTT perdido durante la reaccién con
las muestras en relacion con la autooxidacién inherente del DTT y normalizado por el tiempo
de reaccion y por pug de PM.

o Todas estas formulas estan pre-incluidas en la hoja de célculo Excel proporcionada.

o Usarlo para anadir los resultados utilizando el niumero de referencia de laboratorio, el

protocolo analitico y el equipo usado y el nimero de referencia de cada muestra.

3.3.3.6. Procedimiento para lectores de placas sin inyectores
Exposicion DTT y andlisis DTNB:

Ajustar la temperatura del lector de placas a 37.4°C durante todo el ensayo.

e Dibujar una cuadricula para placa de 96 cubetas y ubicar las muestras SP1 a SP4 como en la tabla
anterior, dejando las primeras 3x4 cubetas para la muestra de control (oxidacion de fondo
inherente al DTT).

e Colocar 20 pl de las muestras SP1 a SP4 en cada cubeta y 20 pl de agua ultrapura en las cubetas

Controlox.
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Afiadir 220 pl de la solucién tampdn de fosfato potasico (A2.1)) en las cubetas de muestras SP1
a SP5y en las cubetas de muestras de control.

Introducir la placa en el lector y leer la absorbancia intrinseca de las soluciones a 412 nm.
Inyectar 50 uL de DTNB 1mM (A2.5) en las cubetas T=0 min (lineas Ay E) (esto se hace para evitar
el agotamiento del DTT con las muestras en t=0 con inyeccién manual, que es mas lenta que las
inyectoras). Mantener la solucién de DTNB bajo un bafio de hielo o en el frigorifico hasta su uso.
Dispensar 50 pl de DTT 0.25 mM (A2.2) en TODAS las cubetas. Mantener la solucién de DTT bajo
un baio de hielo o en el frigorifico hasta su uso.

Preparar el lector de placas a 37.4 °C.

Introducir la placa en el lector de placas e incubar durante 10 minutos.

Agitar la placa junto al con el equipo durante 30 segundos cada minuto durante 10 minutos.
Alos T=10 minutos, retirar la placa del equipo e inyectar 50 ul de DTNB 1mM (A2.5) en las cubetas
T=10 (lineas B y F) para detener la reaccién de consumo de DTT por las muestras.

Volver a colocar la placa en el lector y agitar durante 30 segundos cada minuto durante 10
minutos.

Alos T=20 minutos, retirar la placa del lector e inyectar 50 uL de DTNB 1mM (A2.5) en las cubetas
T=20 (lineas Cy G).

Volver a colocar la placa en el lector y agitar durante 30 segundos cada minuto durante 10
minutos.

A los T=30 minutos, retirar la placa del lector y dispensar 50 uL de DTNB 1 mM (A2.5) en las
cubetas T=30 (lineas D y H).

Volver a colocar la placa en el lector y agitar durante 60 segundos, esperar 10 segundos y leer la
absorbancia final a 412 nm. El compuesto amarillo (TNB) formado es estable durante dos horas;
solo se necesita una medicién final de la absorbancia.

Calcular la cinética de la oxidaciéon del DTT como:

o La nmol DTT/min se obtiene restando tanto la absorcion intrinseca de cada muestra (para
eliminar un posible efecto de matriz, valor obtenido en el paso 4) como la tasa de
autooxidaciéon de DTT inherente del blanco (pendiente de la muestra Controlox) de la tasa de

consumo de DTT en presencia de particulas (SP1-4).
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o El nmol DTT/min/ug se obtiene restando tanto la absorcidn intrinseca de cada muestra como
la tasa de autooxidacion inherente de DTT de la tasa de consumo de DTT en presencia de
particulas y dividiéndola por la masa de PM en la reaccion.

o El % de DTT consumido/ug/min se obtiene por el % de DTT perdido durante la reaccién con
muestras en relacidn con la autooxidacion inherente de DTT y normalizado por el tiempo de
reaccién y por ug de PM.

o Todas estas formulas estan incluidas previamente en la hoja de calculo de Excel
proporcionada.

o Usarlo para agregar los resultados utilizando el niumero de referencia de laboratorio, el

protocolo analitico y el equipo usado y el nimero de referencia de cada muestra.

3.4. Resultados de |la primera comparacion inter-laboratorio del potencial
oxidativo

El ILC RI-URBANS se propuso para evaluar las discrepancias y puntos en comun de las mediciones
del OP de PM obtenidas por los diferentes laboratorios participantes. Se decidié priorizar el ensayo
OPP™T para este primer intento de inter-comparacion internacional debido a su amplia adopcion y
longevidad en la comunidad de investigacién. Esta eleccién busca facilitar la amplia participacion de
los laboratorios en el campo de la investigacidn. El ejercicio de ILC se realizd con tres muestras
(muestras 1, 2 y 3), que incluian diferentes concentraciones de PM ambiental y un control positivo
comercial (naftoquinona), todas extraidas en agua ultrapura preparada por el laboratorio de

referencia.

Un total de 20 grupos de investigacidn participaron en el ejercicio: 14 de ellos de Europa, incluyendo
Reino Unido, Italia, Francia, Suiza, Grecia, Alemania, Serbia, Republica Checa, Paises Bajos y Suecia;
3 grupos de Estados Unidos, 2 grupos de Canada y 1 de Australia. Se invitd a los participantes a
contribuir al proyecto RI-URBANS mediante una convocatoria publica lanzada en la conferencia del
IAC en Atenas (en septiembre de 2022) debido a su participacién activa en la comunidad cientifica
de OP o porque contactaron directamente con el laboratorio de referencia. El ejercicio requirid
participacién andnima; por lo tanto, el nUmero asignado aleatoriamente a cada laboratorio/grupo

se utilizara para presentar los resultados.

Se solicité a los participantes que comunicaran los resultados de OPP'™™ segun el RI-URBANS’ SOP

para cada muestra en tres réplicas, en unidades especificas (nmol DTT min™ pg™) con tres
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decimales. Ademas, se les invitd a informar, con el mismo formato, los valores de otras pruebas de
OP, como OPP™T, OPAA, OPPCFH QPOH, OPESR, OPSSH (aplicadas rutinariamente por cada grupo) en las

mismas muestras.

Cada participante (20 laboratorios en total) informd de sus resultados utilizando el RI-URBANS’
OPPTT SOP para las tres muestras diferentes (muestras 1 a 3) por triplicado. Los valores asignados a
cada muestra se obtuvieron del promedio de los resultados obtenidos de un nimero especifico de
participantes, seleccionados (sin conocer sus resultados) por su experiencia pionera en el desarrollo
de protocolos y mediciones de OP, asi como por su solida experiencia en el campo (mas de 10

publicaciones en el campo).

La evaluacion del rendimiento del laboratorio integré el sesgo en los resultados de los grupos de
participantes en comparacion con los valores asignados y su desviacion estandar asociada para cada
muestra. La muestra 1 presentd las mayores varianzas, con un rango de entre el 130 %y el -35%, y
solo 5 grupos mostraron diferencias dentro del £10 %. En la muestra 2, las diferencias se situaron
en un rango mas estrecho, del 43 % al -7 %, lo que favorecid principalmente las sobreestimaciones.
Para esta muestra, 12 participantes obtuvieron resultados con un margen de error de £10% respecto
al valor asignado. Finalmente, los resultados de la muestra 3 mostraron la menor variacién entre los
participantes, con diferencias que oscilaron entre el 30% y el -6%, y 16 participantes con un margen
de error de +10% respecto al valor asignado, lo que nuevamente favorece la sobreestimacién. Es
interesante observar que, aparentemente, no existe un patréon sistematico que permita a un
participante obtener resultados fuera de rango para todas las muestras. Los resultados son muy
contrastados, y la mayoria de los participantes pudieron obtener buenos resultados para una o dos
muestras asociadas con un valor atipico. Esto subraya la necesidad de realizar mas investigaciones

sobre las causas de las variaciones observadas, posiblemente en la préxima ILC.

Los resultados de la ILC fueron analizados estadisticamente por el Centro Comun de Investigacidon
Europeo (JRC, por sus siglas en inglés), que proporciona ciencia y conocimiento independientes y

basados en evidencia para respaldar las politicas de la UE y la realizacién de la ILC en general.

El rendimiento individual de cada grupo se evalué mediante puntuaciones z, una métrica que indica
la desviacién de cada punto de datos respecto al valor asignado. Para cada laboratorio y muestra de
prueba, la puntuacién z se calcula mediante la formula: z = (x-X)/o*, donde x; es el resultado del

participante i, X es el valor asignado a la muestra, y o* es la desviacidn tipica del valor asignado. Se
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activa una «sefial de accién» si la entrada de un participante produce un sesgo superior a z=+3 0
inferior a z=-3, lo que indica una desviacién de mas de 3 desviaciones estdndar del valor asignado.
Del mismo modo, se emite una «sefal de advertencia» si el sesgo de laboratorio es superior a z=+2
o inferior a z=-2, lo que representa una desviacién de entre 2 y 3 desviaciones tipicas. Un sesgo del
laboratorio entre z=-2 y z=+2 significa un rendimiento satisfactorio en relacidon con la desviacién

tipica para la evaluacién de la aptitud. Los resultados se presentan en la Figura 1.
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Figura 1. Puntuaciones z obtenidas para evaluar el rendimiento de cada participante en la comparacion
inter-laboratorios para cada muestra analizada tras el RI-URBANS OP®™ SOP (procedente de Dominutti et
al., 2024).

Ademas de lo expuesto, todas las subestimaciones se situaron dentro del intervalo aceptable. Cabe
destacar que ningun laboratorio presentd resultados insatisfactorios en las tres muestras; en
practicamente todos los participantes, si bien una muestra podia presentar malos resultados, las
otras dos eran aceptables. De nuevo, esto exige explicaciones que no sean sesgos sistematicos en

los analisis. Aunque factores como la falta de homogeneidad de la muestra pueden estar en juego
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(sobre todo en el caso de la muestra 1), otras cuestiones, como la variabilidad en el manejo del
analisis, pueden haber influido. Por lo tanto, los participantes que presenten desviaciones
significativas (|z-scores| > 2) en algunos de sus resultados deberdn examinar a fondo sus
procedimientos y, posiblemente, aplicar las medidas correctoras adecuadas para evitar resultados
similares en futuras comparaciones entre laboratorios. Sin embargo, en general, la mitad de los
participantes obtuvieron resultados dentro de los limites aceptables de esta prueba. A pesar de las
disparidades, estos resultados son realmente prometedores, sobre todo si se tiene en cuenta que
se trata del primer ejercicio de este tipo realizado hasta la fecha (Dominutti et al., 2024). Estos
resultados son similares a los obtenidos con algunas de las primeras ILC para los PAH (Grandesso et

al., 2012; Verlhac et al., 2014), por ejemplo.

3.5. Gestion de datos

Actualmente, esto alin no es necesario, ya que el OP de PM no se compila todavia a nivel europeo.
Los datos son recogidos por grupos de investigacién individuales y estan disponibles en varias
publicaciones cientificas. Se espera que, en los préximos afios, la Agencia Europea de Medio
Ambiente (EEA, por sus siglas en inglés), por ejemplo, haga posible la comunicacién centralizada de

los datos de OP de PM, y para ello produzca informacidn de unidades y formato al respecto.

4. POTENCIAL OXIDATIVO DE PM EN EUROPA

4.1. Potencial Oxidativo de PM en la Europa urbana

En los ultimos afios, se ha producido un aumento de los estudios que examinan el OP de PM en toda
Europa. Se sospecha que las especies reactivas de oxigeno asociadas al PM inducen estrés oxidativo
in vivo, lo que puede provocar efectos adversos para la salud (como problemas respiratorios y
cardiovasculares). A pesar de las sugerencias de que el OP juega un papel importante en los
impactos agudos del PM en la salud, los efectos especificos siguen sin estar claros. Las
investigaciones sobre los componentes del PM que presentan actividad oxidativa han arrojado
resultados contradictorios, por lo que aun queda mucho por saber sobre las fuentes de PM que

pueden influir en su OP relativo. En consecuencia, existe un interés creciente por explorar los riesgos
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para la salud asociados a la exposicion al PM a través de la medicion del OP del PM, especialmente
en el contexto europeo. En este informe, profundizamos en los principales hallazgos recogidos de

estudios realizados en Europa.

Un estudio realizado en Espafia (In ‘t Veld et al., 2023) incluyd la evaluacidon de muestras de PMiq,
PM2s, y PM1 recogidas aproximadamente cada cuatro dias en una estacién de fondo urbano y en
otra de fondo rural. Este es uno de los pocos estudios en Europa que evalta el OP de PM en tres
tamafios diferentes de PM a lo largo de un afo, y también compara dos tipologias de
emplazamientos diferentes. La evaluacidn de la composiciéon quimica del PM permitid obtener la
contribucién de fuentes a PM mediante modelo receptor (PMF). En paralelo, se determinaron los
OPPTT y OPA de cada muestra de PM. Finalmente, para relacionar las fuentes con el OP de PM
medido, se aplicaron modelos de regresidon lineal multiple a ambos conjuntos de datos. Los
resultados mostraron que, en Barcelona, el OP de PM1o era notablemente superior al de PM2sy
PMai. Por el contrario, en la zona rural, los niveles de OP de todos los tamanos de PM estaban dentro
de un rango similar, pero eran notablemente inferiores a los observados en la zona urbana. En la
zona urbana, varias fuentes antropogénicas resultaron ser los principales factores de influencia del
OP en PMyp (incluida la combustion, el polvo de rodadura, la combustién de fueloil y el aerosol
organico secundario) y PM; s (polvo de rodadura y PM de combustién). Por el contrario, en la zona
rural no se observaron factores distintos que influyeran en el OP de la evolucion del PM, lo que
probablemente explica la ausencia de una diferencia notable en el OP entre PM1o, PM35, y PM1. Este
estudio subraya la importancia de las fracciones de tamafio en la determinacion del OP en funcién
del contexto ambiental. En entornos urbanos, el OP de PM esta influido tanto por las fracciones de
tamaio PM1o como PM1, mientras que en entornos rurales, el tamafio de particula afecta mucho

menos (in 't Veld et al., 2023).
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Figure 2. Medidas volumétricas (medias estacionales) de OPP'v para cinco emplazamientos suizos, y seis
franceses incluidos en este andlisis. Los datos de los puntos de muestreo proceden de Weber et al. (2021) y
Grange et al. (2022).

Del mismo modo, una campaia intensiva de muestreo de PM y OP de PM realizada en los
emplazamientos suizos entre 2018 y 2019 demostrd que el OPv era variable en el tiempo y el
espacio, como se observa en la Figura 2 (Grange et al., 2022). Los patrones de OPv reflejaban la
distribucidn tipica de los contaminantes atmosféricos, con zonas urbanas que mostraban mayores
niveles de contaminacidn en comparacion con las regiones rurales, especialmente durante el
invierno. A pesar de las notables diferencias en la masa de PM entre las zonas rurales y urbanas, las
métricas de OP mostraron sistemdticamente una variacién aun mayor, lo que indica un mayor nivel
de heterogeneidad en el OP de PM en comparacién con la masa de PM en los emplazamientos
muestreados en Suiza. Los resultados mostraron variaciones estacionales mds pronunciadas para
los ensayos de OP* y OPP™T en comparacion con el tercer ensayo de OPP‘fH, o que hace que los
primeros enfoques sean mas utiles para el analisis de datos. Las fuentes de PMip y PMys
identificadas por los modelos PMF pusieron de relieve dos importantes fuentes de emisiones
antropogénicas, como son el trafico rodado y la combustién de madera, como importantes
impulsores del OP en el pais. Por el contrario, las fuentes secundarias inorgdnicas de nitrato y sulfato
mostraron en general bajos niveles de «OP intrinseco» (OP normalizado por pg de particulas, OPm)
en toda Suiza. Esto sugiere una posible discrepancia entre la concentracion total de masa de PM y
el OPm, lo que ha provocado un cambio en las prioridades de gestién de cara a abordar los impactos

en la salud en lugar de centrarse Unicamente en la masa total. Si bien la causalidad de las fuentes
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identificadas en la determinacién de OPv garantiza una mayor investigacion sobre los mecanismos
bioldgicos, los resultados concuerdan con la bibliografia existente y proporcionan una orientacion
clara sobre hacia donde deben dirigirse los futuros esfuerzos de investigacién. Ademas, las distintas
caracteristicas del OPv en las fracciones de tamafio PM1oy PM; 5 subrayaron la importancia de un
seguimiento continuo, en particular de PMio (Grange et al., 2022).

En los ultimos afios, algunos avances en los estudios de OP estdn relacionados con el uso de
herramientas de modelizaciéon para comprender mejor la variabilidad espacial del OP de PM
asociada a las fuentes de emisién de PM (Figura 3). En el estudio de Daellenbach (2020) se utilizaron
observaciones de campo y modelizacién de la calidad del aire para evaluar los origenes primarios y
secundarios del PM y del OP de PM en toda Europa. Las principales conclusiones coincidieron con
los resultados observados en Suiza (Grange et al., 2022), y mostraron que la concentracién en masa
de PM estd influida predominantemente por componentes inorganicos secundarios, materiales de
la corteza terrestre y aerosoles orgdnicos biogénicos secundarios. Mientras que para las fuentes
antropogénicas los principales contribuyentes a las actividades de OP fueron los aerosoles organicos
secundarios de tamaiio fino de particula procedentes de la combustidn de biomasa residencial y los
metales de tamafio grueso (PMzs.10) procedentes de emisiones del desgaste de frenos y ruedas de

los vehiculos.

También se obtuvieron resultados similares en las mediciones de OP de PM realizadas mediante dos
ensayos acelulares distintos (DTT y AA) en muestras de PM1g recogidas en Francia entre 2013y 2018
en 14 ubicaciones distintas (Figura 4). Asi, en el ensayo OPP™" se observd una actividad redox positiva
distinta para el trafico rodado primario, la quema de biomasa, el polvo, las fuentes ricas en acido
metanosulfénico (MSA) y las fuentes biogénicas primarias. Por otro lado, en el ensayo OPA
mostraron una actividad significativa la quema de biomasa y las fuentes de trafico rodado. De esta
forma, la contribucion media diaria de cada fuente al OPP™" total puso de relieve la influencia del
trafico rodado como fuente primaria predominante, mientras que tanto la quema de biomasa como
las fuentes de trafico rodado contribuyeron por igual al OP** observado (Weber et al., 2021).
También se observd que el OPv era comparable entre los conjuntos de datos franceses y los suizos

mediante los mismos procedimientos de muestreo y laboratorio.
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Figure 3. Niveles de OP"""v de PM 1o en Europa. OPv en Europa para el afio 2011 (procedente de Daellenbach
et al., 2020).

En consecuencia, la quema de biomasa residencial y el trafico rodado destacan como los principales
objetivos a priorizar para reducir significativamente los niveles de OP de PM en Europa Occidental.
Ademas, las estrategias centradas Unicamente en la reduccién de las concentraciones masicas de
PM pueden no disminuir eficazmente los niveles de OP de PM, por lo que centrarse en fuentes
especificas de PM en lugar de en la masa total de PM podria ser un enfoque de mitigacién mas

eficaz, dada la relacidn entre el OP y sus efectos sobre la salud (Daellenbach et al., 2020; Weber et

al., 2021).
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Figure 4. Contribucién diaria media de las fuentes a (a) la masa de PM, (b) el OP’""v y (c) el OP*v. Las barras
representan la media, y las barras de error representan el intervalo de confianza del 95 % de la media (Weber

etal., 2021).

A pesar del desarrollo de diversos ensayos acelulares para evaluar el OP de PM, hay una falta de
consenso respecto a las metodologias y protocolos empleados para su medicién. Esta ausencia de
estandarizacion también afecta a los procedimientos de cuantificacion y calibracion, lo que dificulta
la comparacién entre estudios. Tampoco hay un acuerdo claro sobre qué ensayos de OP deben
utilizarse para obtener una evaluacién integral del OP, especialmente considerando las fuentes
predominantes de PM en distintos emplazamientos.

Dominutti et al. (2023) exploraron cinco ensayos distintos de OP acelular, su sensibilidad a la
composicién quimica de PM1o atmosférico y sus fuentes de emisién observadas en una ciudad
urbana alpina de Francia, asi como la evaluacion de ensayos bien establecidos como AA, DTT y DCFH,
junto con ensayos novedosos como el Naranja Férrico-Xilenol (FOX) y la cuantificacién directa de
ROS a través del radical OH. Los principales resultados obtenidos subrayaron una influencia
significativa de la estacionalidad en las contribuciones de las fuentes y las actividades de los OP. Asi,
en invierno, cuando dominan las emisiones antropogénicas, todos los ensayos de OP mostraron una
gran concordancia; mientras que, en los meses mas calidos, con una influencia antropogénica
reducida, los aerosoles biogénicos y secundarios relacionados con la materia organica tuvieron un

mayor impacto. Ademas, observaron distintas sensibilidades de cada ensayo de OP a las fuentes de
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PM1o, lo que probablemente refleja diferencias en la composicién quimica y los procesos (Dominutti

et al., 2023, Figura 5).
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Primary Biogen.
Primary Traffic
Sea/road salt
Secondary Biog.

Sulphate-rich

Figure 5. Influencia de cada fuente de PM en la sensibilidad de los ensayos de OP. Contribucion relativa
normalizada de los ensayos de OP a las fuentes de PM . Los colores representan cada ensayo de OP evaluado
(procedente de Dominutti et al., 2023).

Los resultados también destacan la necesidad de emplear multiples ensayos de OP para captar las
diversas sensibilidades a las especies redox-activas, proporcionando una vision mas profunda de la
capacidad intrinseca de las fuentes de PM para inducir reacciones de OP. Dada la heterogeneidad
de fuentes identificadas por diferentes ensayos de OP para una determinada exposicion a PM
ambiental, la seleccién de uno o varios métodos de OP de PM debe considerarse cuidadosamente
como parte de la estrategia de evaluacion, dado que pueden proporcionar informacién valiosa sobre
las fuentes, y permitir una mejor orientacién de politicas de reduccién especificas (Dominutti et al.,

2023).
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4.2. Niveles de OP en emplazamientos urbanos de Europa

4.2.1. Francia

En Grenoble (Francia), el OPA de PM1g llegé a 2.38 + 1.66 y 0.72 + 0.39 nmol min™* m=3 en invierno
y verano, respectivamente (Dominutti et al., 2023). En 14 estaciones urbanas y de trafico francesas
Weber (2021) y Weber et al. (2021) encontraron valores de OP* de PM1o de 2.3+2.2 nmol min™t m=
en fondo urbano con alta contribucién de la quema de biomasa, y 1.7+1.1 nmol min~* m=3 en otras
estaciones de fondo urbano. En dos estaciones de trafico, el OPA*de PMyg alcanzd los valores de 2.1

y 1.3 nmol min"t m=,

Asimismo, en Grenoble (Francia), el OPP™"de PM1p alcanzé 1.92 + 1.31y 1.46 + 0.71 nmol min™t m™3
eninviernoy verano, respectivamente (Dominutti et al., 2023). En 14 estaciones urbanas y de trafico
francesas Weber (2021) y Weber et al. (2021) hallaron valores de OPP™ de PMyo de 2.7-1.5 nmol
min~! m~3 para todas las estaciones de fondo urbano, con la excepcidn de un valle urbano de alta
combustion de biomasa, con 4.4 nmol min"t m=3y 2.6 y 2.4 nmol min~* m~3 para las dos estaciones

de trafico.

Dominutti et al. (2023) también encontraron una buena concordancia con las fuentes
antropogénicas que rigen la principal exposicion de OP de PM (principalmente la quema de biomasa
y el trafico primario) para los cinco ensayos de OP evaluados durante el invierno. Sin embargo, esta
tendencia cambia durante los meses cdlidos, con una reduccién de la cuota de OP de las emisiones
antropogénicas directas y un mayor impacto de los aerosoles biogénicos y secundarios relacionados
con la materia organica (antropogénicos y biogénicos). Utilizando PMF dedujeron que el OP* vy el
OPP™T eran impulsados principalmente en la estacion fria por las siguientes fuentes (nmol min-1 m-

3) en el orden de mayor a menor:

OPAA: quema de biomasa (BB) > PM primario de trafico >> PM rico en sulfatos = Industrial> nitrato,
OPPTT: BB >> PM primario de trafico >> polvo mineral > biogénico primario > rico en dcido metano

sulfénico;
mientras que en la estacion calida estas fuentes eran de mayor a menor las siguientes:

OP”%: PM primario de trafico >> aerosoles biogénicos secundarios = PM rico en sulfatos > BB =

Industrial,
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OPPTT: rico en &cido metano sulfénico >> polvo mineral > biogénico primario > trafico primario

>>BB = biogénico secundario.

Weber et al. (2021) evaluaron las contribuciones de las fuentes del OP* y del OPP™" de PM1 para
15 ciudades francesas utilizando PMF y encontraron que normalizado por pg de contribucion de

masa de las diferentes fuentes se encontrd el siguiente orden de OP (nmol min~t ug™):

OPA*%: BB > tréfico rodado >>> sal marina envejecida = biogénica primaria > polvo mineral = rico en
sulfatos,
OPPTT: trafico rodado >> biogénico primario = BB = metano rico en acido sulfonico = polvo mineral

> rico en sulfatos >> sal marina envejecida = nitrato;

Al considerar la contribucién de cada fuente a los niveles medios diarios de PM1o (al contrario que

en el caso anterior), se constato la siguiente contribucién (nmol min™t m3):

OPA%: BB >> trafico rodado >>> polvo mineral >> sal marina envejecida = biogénico primario = rico
en nitratos = rico en sulfatos,
OPPTT: BB = trafico rodado >> polvo mineral > rico en sulfatos > biogénico primario > sal marina

envejecida = nitrato > rico en acido metanosulfénico.

Asi pues, la quema de biomasa, seguida del trafico rodado y del polvo mineral, resultaron ser las

principales fuentes de OPA y OPPTT,

4.2.2. Grecia
Paraskevopoulou et al. (2019) informaron del OPP™" de PM2.5s y PM1o (PM25+PM32.5.10) de 0.33 y 0.43
nmol min™ m=3, respectivamente, para una estacidn de fondo urbano en Atenas. Encontraron que

el OPP™T estaba influido por:
PM,.s OPP™" = 0.13 + 0.028*BBOA + 0.071*LV-OOA + 0.017*HOA (R?=0.65)

donde, BBOA es la concentracién de aerosol organico de combustion de biomasa, LV-OOA es la
concentracion de aerosol organico secundario de baja volatilidad y HOA es la concentracion de
aerosoles organicos de combustion de combustibles fdsiles (similares a los hidrocarburos), en ug

m3.

Argyropoulos et al. (2016) encontraron para Tesaldnica valores de OPP™" de 1.16 y 1.09 nmol min~*

m~3 durante el invierno y el verano en estaciones de tréfico, y de 3.10 y 0.84 nmol min™ m=3 en
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estaciones de fondo urbano durante el invierno y el verano. Descubrieron que la quema de biomasa
era el principal factor que contribuia a los elevados valores de OPP™ registrados en estaciones de
fondo urbano en invierno. En estaciones de trafico, el PM relacionado con el trafico era el factor

principal.

4.2.3. Hungria

Vérdsmarty et al. (2023) notificaron valores de OPA de PMa.s de 2.4-2.1 nmol min™' m=3 para
estaciones urbanas y suburbanas de Budapest, con los niveles mas altos en estaciones suburbanas.
Para el OPP™T |os valores alcanzaron 2.9—1.9 nmol min™t m=3, con los valores mas altos obtenidos en

estaciones urbanas. Descubrieron que el OP* y el OPP™ estaban determinados por:

Urbano
PM.s OPAA=1.07*BB + 0.36*trafico rodado + 0.14*industrial+0.03*polvo+ 0.02* desgaste del
vehiculo - 0.08 (R2=0.86)
PM>.s OPPTT=0.79*BB + 0.89* trafico rodado + 0.49*combustion de petrdleo +0.09*polvo+ 0.09*
desgaste del vehiculo - 0.36 (R?=0.81)
Suburbano
PM>.s OP**=0.79*BB + 0.57*polvo + 0.52* combustion de petrdleo + 0.17*industrial + - 0.47
(R%=0.72)
PM3.5s OPPT"=0.97* combustion de petrdleo + 0.62*BB + 0.18*trafico rodado + 0.09*industrial
+0.02*polvo - 0.50 (R?=0.78)

4.2.4. Italia

Pietrogrande et al. (2019) revisaron los estudios de OP de PM1p y PM2s realizados en estaciones
urbanas e industriales de varias ciudades italianas. En ellos (y en sus referencias) se informaron de
que el OP* de PMyo alcanzaba 1.4 y 0.7 para estaciones industriales y urbanas de Trentino,
respectivamente, y 0.2 nmol min™t m™3 para estaciones urbanas de Lecce. Para OPP™, los valores
alcanzaron 0.6 para estaciones industriales de Trentino, 0.6 para estaciones urbanas de Trentino y
0.2 nmol min~t m™3 para estaciones urbanas de Lecce. Para PM2s, el OP** alcanzé 0.6 y 0.1 nmol
min~t m~3 en Bolonia y Lecce, respectivamente. El OPP™ alcanzé 0.8, 0.2 y 0.2 nmol min™t m= en

Bolonia, Lecce y Trentino, respectivamente.
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Encontraron mayores niveles de OP de PM en invierno en comparacion con el verano,
especialmente cuando la quema de biomasa influyé en los niveles de PM. Ademas, el OP** se vio
influenciado por los metales industriales y del trafico rodado, mientras que el OPP™" se vio mds

afectado por los componentes carbonosos del PM.

Visentin et al. (2016) descubrieron que, aunque ambos ensayos responden a las mismas especies
redox-activas, es decir, quinonas y metales de transicion, no se encontraron correlaciones entre las
respuestas de OPP™Ty OPAA a diferentes compuestos estandar, asi como a muestras ambientales, lo
que pone de relieve que la sensibilidad de cada ensayo es diferente. El OPP™" en PM s se vio afectado
por los metales (Cu, Zn, Cr, Fe, Ni, Mn), mientras que el OP** sélo mostré una correlacién moderada

con el Cuy el Mn.

4.2.5. Espaia

In ‘t Veld et al. (2023) informaron para la ciudad de Barcelona de un OP** de PMjo de 1.9 para
estaciones de fondo urbano y 1.0 para estaciones de fondo regional, y de un OP*A de PMsde 0.4
para estaciones de fondo urbano y 0.3 nmol min™*m™3, para estaciones de fondo regional. En el caso
del OPP™ de PMyo, los valores alcanzaron 2.5 y 1.2, para estaciones de fondo urbano y regional,
respectivamente; y el OPP™" de PMys fue de 0.5 y 0.4 nmol min! m3, para estaciones de fondo

urbano y regional, respectivamente.

También descubrieron que las contribuciones de la combustién de biomasa al PM eran muy bajas,
y que la industria (metales), la combustion de petréleo pesado (V y Ni) y el tréfico rodado
contribuian méas al OPP™ y el OP* en PMjo, mientras que el polvo de rodadura y la industria
contribuian a PMys y la industria a PMi, aunque en todos los casos los orgdnicos secundarios

también tenian un impacto.

4.2.6. Suiza

Grange et al. (2022) informaron de que el OP** de PM1g alcanz6 4.1-1.7 nmol min~tm=3y el OP* de
PM2s fue de 1.6—-1.7 nmol min~* m™3 en cuatro estaciones urbanas y suburbanas de Suiza, con los
niveles mas altos en la estacidn de trafico. Asi pues, el OP** tiende a ser mayor en la fracciéon mas
gruesa, donde destacan los metales procedentes de emisiones del desgaste de frenos y ruedas de
los vehiculos. Para el OPP™, los valores de PM1g alcanzaron 3.0-0.8 y los valores de PM3 s alcanzaron
1.0-0.6 nmol min~! m~3, mientras que para OPP‘™H |os valores fueron 0.4-0.7 nmol min~t m=3 tanto

para PM1iocomo para PM;s.
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El mismo estudio, utilizando modelos de regresion multilineal (MLR, por sus siglas en inglés), halld
qgue la combinacién de trazadores de la combustion de biomasa (levoglucosano, galactosano,
manosano, K, OC, EC, dependiendo del emplazamiento) y los procedentes de emisiones del desgaste
de frenos y ruedas de los vehiculos (Fe, Cu, Sb, Mn) explicaban la mayor parte del OPA y el OPP™T

tanto en PM1g como en PMss, con R%=0.79- 0.97.
Como ejemplos de estos resultados de MLR se enumeran algunas ecuaciones:
Berna-Estaciones de trafico: PM1o OPA*=109*galactosano + 319*Mn (R?=89)
PM,.s OPA=18*manosano + 107*Cu (R?=90)
Esto indica que, en el caso del OP*A, un mayor peso se debe a las del desgaste de frenos y ruedas de

los vehiculos (Cu, Mn) que a la combustion de biomasa (galactosano y manosano).

PM1o OPP™"= 2*EC + 0.85*NH4* (R>=80)
PM2s OPP™'= 31*galactosano + 475*Ti + 0.3*NH4* (R?>=88)

Esto, por otra parte, indica que para OPP™" el mayor peso se debe a las emisiones del desgaste de

frenos y ruedas de los vehiculos y al polvo de rodadura (Ti) que a la guema de biomasa (galactosano).

Basilea-Estacién de fondo urbano PMio OPA*=96*galactosano + 130*Cu (R?=96)

PM>.s OPAA=2.5*|evoglucosano + 614*Sh (R?=88)

Esto indica que para el OPA* un mayor peso se debe a las emisiones del desgaste de frenos y ruedas
de los vehiculos (Cu, Sb) que a la quema de biomasa (galactosano y levoglucosano) en la estacién

de fondo urbano.
PM1o OPP™"= 1.5*Fe + 0.44*NH,4* (R?=90)
PMys OPP™'= 31*galactosano + 129*Cu + 0.1*NH4* (R?=89)

De nuevo, esto indica de forma similar que en el OPP™" el mayor peso se debe a emisiones del

desgaste de frenos y ruedas de los vehiculos (Fe, Cu) que a la quema de biomasa (galactosano).

4.2.7. Paises Bajos
Janssen et al. (2014) informaron que en los Paises Bajos el OPP™T de PM1g alcanzaba 3.7 y 2.6 para

dos estaciones de trafico y 1.7 nmol min™t m™3 para una estacién de fondo urbano. En el caso de
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PMs, los valores alcanzaron 3.3, 1.7 6 para dos estaciones de trafico y 1.4 nmol min"™m= para una

estacion de fondo urbano.

El OPER y el OPA* se debieron a los componentes del PM relacionados con el trafico (es decir, EC,

Fe, Cu, PAHs), mientras que el OPP™" se debié a las masas de PM y al OC.

4.2.8. Sintesis

La Figura 6 resume los valores de OP* y OPP™ en volumen (nmol mint m3) de los estudios
notificados para cada pais (Janssen et al., 2014; Argyropoulos et al., 2016; Visentin et al., 2016;
Paraskevopoulou et al., 2019; Pietrogrande et al., 2019, and references therein; Weber, 2021;
Weber et al., 2021; Grange et al., 2022; Dominutti et al., 2023; In ‘t Veld et al., 2023; Vorosmarty et
al., 2023).

La siguiente comparacion de los valores de OP en toda la Europa urbana debe tratarse con cautela,
ya que no todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el mismo protocolo. No obstante,
proporcionan una indicacidon de los niveles observados en Europa y estd pendiente de publicar otro
informe basado en mediciones armonizadas para precisar los niveles de OP de PM en Europa (Tassel

et al.,, enviado a Nature el 24/10/2024).

Las concentraciones volumétricas de OPP™ alcanzaron en PMyo alrededor de 4.5 a 0.2 nmol mintm-
3 en la Europa urbana. Los valores mas elevados (>1.5 nmol mint m=3) se obtuvieron en estaciones
de tréfico y fondo urbano con elevadas contribuciones de PM procedente de la combustion de
biomasa (por ejemplo, Passy, Chamonix) o del trafico-industria (por ejemplo, Barcelona, Marsella).
Las estaciones que recibieron PM influenciado por un elevado trafico y la combustion de biomasa
registraron valores de OP®™" en torno a 2.5 nmol mint m3, mientras que la mayoria de las demds
estaciones alcanzaron alrededor de 1.7 nmol min! m3. Varias estaciones de fondo urbano
alcanzaron valores inferiores, de 1.5 a 0.2 nmol min'tm=3. En el caso de PM,s, los valores oscilaron
entre 3.3y 0.2 nmol min"tm3, con los valores mas altos en una estacion de tréfico y otra de fondo
urbano de Budapest; sin embargo, la mayoria de las estaciones de trafico y de fondo urbano se

situaron entre 2.0 y 0.5 nmol min*m3,
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Figure 6. Valores medios (nmol mint m=3) de OP** y OPP™™ en volumen de PM en estaciones (en su mayoria)
urbanas, comunicados por Janssen et al. (2014), Argyropoulos et al. (2016), Visentin et al. (2016),
Paraskevopoulou et al. (2019), Pietrogrande et al. (2019, and references therein), Weber (2021), Weber et al.
(2021), Grange et al. (2022), Dominutti et al. (2023), In ‘t Veld et al. (2023) and Vérésmarty et al. (2023).

En cuanto al OP** de PM1o se observaron tendencias muy similares a las registradas para OPP™, con
los valores mas altos obtenidos en dos estaciones de trafico (4.1-2.9 nmol min"tm3). La mayoria de
las estaciones de fondo urbano y de trafico alcanzaron valores de 2.5 a 1.0 nmol min* m3, y los
valores mas altos se registraron en las estaciones de fondo urbano de las ciudades con
contribuciones principalmente elevadas de trafico y/o quema de biomasa. En PM;s, los valores
disminuyeron mucho en comparacién con PMig, especialmente para las estaciones de trafico,
probablemente porque el OPA* estd muy influido por los metales procedentes de las emisiones de
PM del desgaste de frenos y ruedas de los vehiculos, que se reducen notablemente en PMys en

comparacidon con PMjo.

Todos estos resultados indican que tanto el OP** como el OPP™" son sensibles a las especies
organicas y a los metales arrastrados por el PM, pero en distinta medida. De hecho, el OPP™"—en un
ensayo basado en tioles- muestra una respuesta mas equilibrada a todos los compuestos
atmosféricos que el OP*, siendo mas especifico a unas pocas especies concretas (principalmente

metdlicas, o relacionadas con compuestos de combustion de biomasa).
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5.RECOMENDACIONES GENERALES PARA UNA MAYOR
NORMALIZACION DE OTROS PROTOCOLOS DE
POTENCIAL OXIDATIVO DE PM

A partir de los resultados de la comparacion inter-laboratorios de RI-URBANS, se sugieren algunas
recomendaciones para seguir normalizando los protocolos de OP. Entre ellas se incluyen directrices
para la preparacion de las muestras y las condiciones de laboratorio, la calibracion de equipos y la
notificacién de los resultados. Ademas, deberia proponerse un material de referencia
(naftoquinona, cobre u otra solucién de concentracién conocida) para la medicién del OP de PM con
el fin de facilitar las comparaciones entre laboratorios. También es necesario armonizar los
procedimientos para garantizar la comparabilidad de los datos, aunque se observaron algunas
diferencias en los resultados obtenidos con el uso del SOP simplificado de RI-URBANS (Dominutti et
al., 2024). A continuacion, se describen los puntos clave que importan en la evaluacion del OP de
PM vy que deben tenerse en cuenta para la armonizacidn de los ensayos de OP en general. De hecho,
en ausencia de un vinculo claro entre los estudios epidemioldgicos y un Unico o un conjunto
especifico de ensayos de OP, debe continuar el desarrollo y las pruebas de diversos ensayos de OP

con sensibilidades mas amplias a las especies redox activas.

5.1. Laseleccidon del ensayo de OP de PM

Hasta la fecha, se recomienda el uso complementario de dos ensayos de OP, una sonda basada en
tioles (como OPP™™ o OPSH) y otro (como OP®H, OP*, u otro), con el fin de ofrecer una
caracterizacion mds completa de los posibles dafos oxidativos inducidos por los compuestos de MP
y fortalecer asi la solidez de los estudios epidemioldgicos. De hecho, la eleccion de la mejor prueba
OP (o combinacién) debe basarse en pruebas epidemioldgicas que sélo se han estudiado

recientemente y que necesitan mas retrospectiva para determinarse.

5.2. Almacenamiento de las muestras

Las muestras de PM deben transportarse inmediatamente al laboratorio después del muestreo, y
ademads deben mantenerse frios (a 4°C o menos si el andlisis de OP se realiza pocos dias después de
la recoleccidn o <-20°C si el analisis se retrasa). Dado que la vida util de las ROS puede ser muy corta,

y que el tiempo afecta también a las mediciones en los filtros, se deben realizar estudios de
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envejecimiento para cada ensayo de OP a largo plazo con el fin de definir el tiempo maximo de

almacenamiento en frio y en condiciones ambientales para los filtros de aerosoles.

5.3. Condiciones de laboratorio

Los ensayos OP son ensayos «traza» que requieren condiciones ambientales limpias para su
manipulacidon, como una sala blanca o una campana de flujo laminar, para evitar la contaminacién
de las muestras. También se recomienda utilizar materiales completamente limpios, por lo que
deben lavarse los viales, conos y espdatulas antes de su uso utilizando un bafio dcido y aclarandolos
con agua ultrapura. Por ultimo, se deben medir y controlar la temperatura del laboratorio y la

exposiciéon a la luz.

5.4. Extracciéon de la muestra para el ensayo

El paso de extraccién puede ser muy variable seglin los procedimientos, y se sabe que varios
parametros influyen en los resultados del OP de PM, como la eleccion del disolvente, la
concentracion del tampdn, la forma de agitacidén y la concentracion obtenida tras la extraccion de
la muestra de PM. Recomendamos que todos estos pardmetros se controlen explicitamente y se

armonicen para cada prueba de OP que se desarrolle.

5.5. Fase de reaccién del ensayo

Varios aspectos del proceso de reaccién afectan al valor de OP de PM, como la concentracidn inicial
de reactivos, la relacion reactivo/muestra, el tiempo y la temperatura de reaccién y el tipo de
medidas (cinéticas o de valor final). Si bien la bibliografia actual aborda los pardmetros de extracciéon
o de reaccién por separado, nosotros aconsejamos que ambos factores se evalien conjuntamente

para cuantificar su impacto relativo en los resultados, a fin de formular recomendaciones.

5.6. Desarrollo de un material de referencia con un «valor de OP de PM»
certificado

El uso de un material de referencia con un valor de OP de PM asociado podria ayudar a algunos

laboratorios a probar y formarse en el protocolo de OP antes de probar las muestras ciegas.
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5.7. Calibraciéon de equipos

Se aconseja investigar la frecuencia dptima para la calibracién de espectrofotdmetros para este tipo

de ensayos.

5.8. Informe de resultados

El célculo de la actividad OPP™" durante el SOP de RI-URBANS implicé una conversion mediante una
curva de calibracidén. Para futuros ejercicios de comparacién, serd necesario incorporar cierta
estandarizacion en el informe de presentacién de resultados. Ademas, se deberia considerar la

posibilidad de explorar métodos alternativos para el célculo del OP.

5.9. Medicidon de OP en superestaciones de calidad del aire de la UE

Este documento guia evidencia la complejidad inherente a la obtencion de mediciones precisas de
OP a partir de filtros atmosféricos. Dado que se trata de una medicién de naturaleza cinética sus
resultados pueden verse afectados por diversas condiciones experimentales y de laboratorio si no
se encuentran debidamente armonizadas. Las mediciones de OP recomendadas en las
superestaciones de calidad del aire de la UE estan orientadas a proporcionar series temporales a
largo plazo para estudios epidemiolégicos, por lo que es crucial una armonizacién metodolégica a

escala europea.

Dicho esto, mientras no se disponga de métodos de medicién de OP en tiempo real, se recomienda
gue las mediciones de OP en laboratorio basadas en filtros en las estaciones urbanas de la UE, se
realicen en laboratorios con experiencia en analisis de OP de PM, y concentrar las mediciones,

siempre que sea posible, en un nimero limitado de laboratorios por pais.
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