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RESUMEN

La exposicion a PM;o se asocia con incrementos en la morbilidad y la mortalidad en
habitantes de ciudades contaminadas, aunque existe poca evidencia de los mecanismos
involucrados y del papel que juega la composicion de las particulas. En el presente estudio
se evalué la muerte celular [citotoxicidad (ensayo de cristal violeta), apoptosis (Tunel o
ensayo de Anexina V)], dano al DNA (ensayo de cometas) produccion de mediadores
proinflamatorios (TNFa, IL-6) (ELISA) asi como la selectina-E (inmunofluorescencia y
citometria de flujo), en células expuestas a PMy, colectadas en el Norte, Centro y Sur de la
ciudad de Meéxico. Se analizé la correlacion entre los efectos evaluados y la concentracion de
algunos componentes presentes en las particulas. Se utilizaron cultivos de células
monociticas, mesenquimatosas, epiteliales y endoteliales. Los efectos de muerte celular
fueron evaluados en todos los tipos celulares. El dano al DNA se evaludé en células
mesenquimatosas de ratén (Balb ¢ 3T3). La expresion de TNFa e IL-6 se buscé en células
monociticas de raton (J774A.1), mientras que la expresion de selectina-E se determiné en
células endoteliales humanas. Se encontré que las PM;, de las tres zonas de la ciudad de
México fueron capaces de inducir muerte celular. Las particulas del Norte indujeron una
mayor proporcion de muerte celular comparado con las otras dos regiones. Las PM;o del
Norte y Centro indujeron mayores danos al DNA que las particulas del Sur. Las PMyo
evaluadas indujeron la secrecion de TNFa e IL-6 en células monociticas. El efecto tuvo un
comportamiento diferencial, siendo las particulas del Centro las mas potentes inductoras de
estos efectos. Las PM;, de las tres zonas fueron capaces de inducir la expresion de
selectina-E. En este caso no se pudo demostrar un efecto diferencial. La citotoxicidad en

células J774A.1 presentd una alta correlacién con los niveles de metales de transicion y



endotoxina presente en las particulas. Los efectos de las PMj, de la ciudad de México
inducen efectos biologicos dependiendo de la zona en la que fueron recolectadas y esto
puede deberse a diferencias en la mezcla de componentes, asi como en la distribucion de
tamanos. Los datos indican que la composicion debe de ser considerada en la evaluacion de

los efectos de las aeroparticulas.



ABSTRACT
Exposure to PM;o has been related to increases in morbidity and mortality in exposed
populations. There is little evidence regarding the mechanisms involved and the role of PMg
composition. Cell death [citotoxicity (crystal violet assay), apoptosis (TUNEL or Anexin V
assay)], DNA damage (comet assay) production of inflammatory mediators (TNFa, IL-6)
(ELISA) and E-Selectin (immunofluorescence and flow cytometry) on PM;, exposed cells,
were evaluated in the present study. The PMiy were collected in three different zones of
Mexico City (North, Center and South). Correlations of biological effects with some
components of the pariicles were analyzed. Monocytic, mesenchymal, epithelial and
endothelial cell cultures were used. Cell death was analyzed in all the cell types. DNA
damage was evaluated in mesenchimal cells (Balb ¢ 3T3). TNFa and IL-6 expression were
evaluated in mice monocityc cells (J774A.1), and the expression of E-selectin was evaluated
in human endothelial cells. PMjo from the three zones were capable to induce cell death.
Northern particles induced a stronger effect than the other two regions. PM;o from North and
South induced stronger DNA damage than Southern particles. TNFa and IL-6 were induced in
monocityc cells exposed to PMio and Central particles induced the strongest effect. PMyo
from the three zones were capable of induce E-Selectin expression. In this case, no
difference among zones was observed. The greatest correlation with transitional metals and
endotoxin content was founded with the citotoxicity induced in J774A.1 cells. PM;o from
México City induce biological effects depending on the zone where the particles were
collected. These differences could be explained due differences in components of the mixture
and also to particle size distribution. Our data indicates that composition should be

considered in evaluations of airborne particles.



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La contaminacion atmosférica por aeroparticulas es un problema que afecta a las
principales ciudades del mundo. Este tipo de contaminacion se mide principalmente
evaluando la masa (ug/m® y el tamano aerodinamico de las particulas. Esto se justifica
debido a que el tamano determina la capacidad de dichas particulas de penetrar en el tracto
respiratorio de los individuos expuestos. De esta manera encontramos que las particulas se
dividen en particulas suspendidas totales (PST), particulas con didmetros aerodinamicos
promedio iguales o menores a 10 um (PMyo), a 2.5 um (PM25), o particulas finas y particulas
ultrafinas (E'Aust et al. 2002). Dentro de estas particulas, las PMyo y las PM2s han sido las
que han recibido una mayor atencién en cuanto al estudio de los efectos en la salud de las
personas expuestas. En el presente trabajo se determiné el efecto bioldgico in vitro de PMyo,
por lo que nos referiremos principalmente a los efectos de estas particulas.

La variacion diaria gravimétrica de aeroparticulas contaminantes atmosféricas en
zonas urbanas ha sido asociada con incrementos en la morbilidad y mortalidad de la
poblacion expuesta (Beeson et al. 1998, Borja-Aburto et al. 1997, Castillejos et al. 2000, Mar
et al. 2000, Nel et al. 2001, Pope et al. 1999, Pope y Dockery 1992, Romieu et al. 1998,
Samet et al. 2000, Schwartz 1994) y estos incrementos han sido principalmente asociados a
eventos cardiopulmonares (Pope et al. 1999, Peters et al. 1997), aunque existe evidencia de
que este tipo de exposicién a particulas se puede relacionar con padecimientos crénicos
tales como el asma y el cancer pulmonar (Nel et al. 2001, Romieu et al. 1998, Beeson et al.
1998).

Los incrementos en los riesgos a la salud se presentan incluso cuando las
concentraciones atmosféricas de las particulas se encuentran a niveles por debajo de los

estandares de calidad aceptados (Borja-Aburto et al. 1997, Borja-Aburto et al. 1998,



Castillejos et al. 2000). Las asociaciones epidemiolégicas con la mortalidad son mas
significativas cuando las particulas presentan un didmetro aerodinamico menor. Por ejemplo,
el incremento en el riesgo de muerte en la ciudad de México en relaciéon a la exposicion a
PST es de un 5.8% por cada incremento en 100 ug/m® de particulas en la atmésfera (Borja-
Aburto et al. 1997), mientras que las PMy 0 PMzs se asocian con incrementos de 1.83% o
1.48 % en el riesgo a morir por cada incremento de 10 pg/m® de las particulas (Borja-Aburto
et al. 1998, Castillejos et al. 2000). Efectos similares han sido descritos por estudios
epidemioldgicos en distintas ciudades del mundo a pesar de diferencias importantes en
factores geograficos, climaticos, o antropoldgicos (Levy et al. 1999).

Considerando que las PMs representan mezclas complejas, y que algunos de los
componentes presentes en ellas han sido caracterizados como toxicos, se puede inferir que
la composicién de las particulas podria jugar un papel importante en la toxicidad relativa de
particulas inhaladas. Existe hasta el momento poca informacién que nos permita definir el
papel que juega la composicion de las particulas en la exacerbacion y/o desarrollo de
enfermedades pulmonares tales como asma, bronquitis cronica y cancer pulmonar, entre
otras. La evidencia que se ha venido colectando en los ultimos anos sugiere que diferentes
componentes presentes en la contaminacién atmosférica por PMs podrian jugar un papel
importante en la promocion y perpetuacion de respuestas inflamatorias o carcinogénicas. Por
ejemplo, se sabe que metales tales como vanadio, niquel, y plomo se pueden encontrar
presentes en muestras de PMo (Miranda et al. 1992, Bonner et al. 1998, Osornio-Vargas et
al. 2003). Se sabe que estos metales se asocian con procesos pro-inflamatorios y cancer
(Bonner et al. 2000, Prieditis y Adamson 2002, National Toxicology Program 2002, Cheng et
al. 2003, Silbergeld 2003). Estos mismos elementos han sido identificados como mediadores

de los efectos téxicos de cenizas (fly ash) generadas durante la combustién de carbén o
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aceite mineral (Dreher et al. 1997). Por otro lado, los componentes de tipo orgénico y
biolégico podrian jugar un papel central en la induccion de inflamacién. Tal es el caso del
lipopolisacarido (LPS), el cual es un componente de la membrana externa de las bacterias
gram negativas. El LPS ha sido considerado como un factor fundamental en la exacerbacion
y desarrollo de asma (Rosas et al. 1994, Schwartz 2001). Los hidrocarburos presentes en las
particulas, provenientes de la combustién de desechos de diesel, se han asociado con
incrementos en la concentracion de IgE en individuos retados por via nasal (Saxon y Diaz-
Sanchez 2000). Se sabe que las IgE son mediadores de la respuesta alérgica pulmonar.
Debido a lo anteriormente senalado, se puede suponer que tanto los componentes organicos
como los inorganicos son mediadores de la toxicidad inducida por PMs. En el caso de la
ciudad de México se sabe que existen variaciones en las concentraciones tanto de metales
como de endotoxinas, dependiendo de la zona en la que las particulas hayan sido
colectadas. Previamente se ha reportado que algunos metales de transicion, asi como la
endotoxina, son componentes importantes de las PMyo de la ciudad de México (Bonner et al.
1998, Osornio-Vargas et al. 2003).

Debido a la gran variedad de efectos que han sido relacionados con la exposicion a
particulas urbanas, es importante considerar cuales son las posibles vias que sigue una
particula luego de depositarse en el tracto respiratorio para desencadenar diferentes efectos.
Una particula al depositarse en el tracto respiratorio puede entrar en contacto directo con
macréfagos o bien con células epiteliales. Si entra en contacto con macrofagos, estos
pueden fagocitar la particula para eliminarla, pero la particula es capaz de activar al
macrofago induciendo la expresion de factores proinflamatorios, tales como el TNFa, IL-1f,
IL-6 o IL-8 (Becker et al. 1996, Moon y Becker 1999, Ning et al. 2000) entre otros. Estos

factores pueden inducir diferentes respuestas que van desde el reclutamiento de mas
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macréfagos, el desencadenamiento de hiperreactividad pulmonar, hasta la activacion del
endotelio vascular y su posible efecto cardiovascular (Donaldson et al. 2000, Saxon y Diaz-
Sanchez 2000, Lambert et al. 1988). El macréfago que fagocita a la particula también podria
morir, y si esta muerte es por necrosis se puede favorecer el efecto proinflamatorio (Haslett
1999). Si la particula entra en contacto con una célula epitelial puede provocar muerte
celular, lo que podria inducir cambios en el tejido. Dependiendo del tipo de muerte celular
que se presente, sera la clase de efecto observado. Por ejemplo, si tenemos muerte celular
por apoptosis, esto podria desencadenar en procesos de remodelacion del tejido pulmonar
(Uhal 2002), mientras que si tenemos principalmente muerte celular por necrosis, esto
favorecera procesos proinflamatorios. Incluso si las particulas son capaces de cruzar el
epitelio y entrar en contacto con el tejido conjuntivo, es factible que se active la respuesta de
fibroblastos que podrian desencadenar procesos de remodelacion del tejido e incluso
fibrosis. Otra posibilidad es que las particulas danen al DNA (Li 1995, Villalobos et al. 1995)
lo cual aunado a la posible secrecion de factores inmunosupresores (Alfaro et al. 2003) por
parte de las células epiteliales genere un ambiente favorable para el desarrollo de cancer
pulmonar. Por otra parte, si las particulas son capaces de alcanzar el endotelio vascular
(Nemmar et al. 2002a, Nemmar et al. 2002b), es posible que estas induzcan la activacion de
la células endoteliales, lo cual puede provocar el reclutamiento de células inflamatorias por
medio de la expresién de moléculas de adhesion tales como la selectina-E. También es
posible que la activacion del endotelio vascular provoque un desequilibrio de la expresion del
factor tisular y la trombomodulina. Esto puede desencadenar en la formacién de coagulos
que provoquen danos vasculares. Otra posibilidad es que las particulas lleguen hasta la
circulacion, lo que puede provocar que dichas particulas alcancen 6rganos distantes y

generando efectos en éstos. Ejemplo de ello podria ser que las particulas lleguen al corazon
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y sean capaces de provocar arritmias, o bien que alcancen un érgano tan distante como el

higado provocando la sintesis de proteinas y en consecuencia un aumento en la viscosidad

de la sangre y el esfuerzo cardiaco (Peters et al. 1997). (Figura 1)

Efectos Cardiovasm

Muerte celular Dafio al DNA/reparacién  pactores inmunosupresores
/ —
Dafio y remodelacion Cancer
pulmonar

Figura 1: Representacion teérica de los posibles efectos de las PMyg al ser inhaladas.
Las particulas al depositarse en el tracto respiratorio pueden provocar dafios al entrar en
contacto con las células epiteliales 0 macrofagos, ya sea por inducir muerte celular, o dafios
al DNA, asi como por activar a las células para que expresen factores proinflamatorios o
inmunosupresores. Las particulas también podrian llegar hasta el tejido conectivo, entrar en
contacto con el endotelio vascular o incluso introducirse a la circulacion.

Los efectos anteriormente analizados podrian ser provocados por la interaccion de las
particulas con las diferentes estirpes celulares, pero existe la posibilidad de que
componentes de las particulas que sean capaces de difundir en los tejidos provoquen estos

efectos (Dreher et al. 1997, Prieditis y Adamson 2002). Esto podria ocurrir por que el
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componente se difunde a través de la célula en contacto con la particula, o bien porque los

componentes se difunden por los tejidos alcanzando células distantes de la particula (Figura

2)
Efectos Cardiovasculares ""
Factores D omﬂamatorlos
' Eplteho
Muerte celular Dafio al DNAfeparatdn  pactores inmunosupresores
/ «—
Dafio y remodelacdn Cancer

pulmonar

Figura 2: El dano provocado por las PMy también ha sido relacionado con los
componentes que pueden difundir a través de los tejidos. Se sabe que algunos componentes
pueden difundir sin necesidad de que las particulas entren en contacto directo con las células
para tener un efecto. Debido a esto, el modelo de dafio inducido por las PMyo podria
asociarse tanto a la particula completa como a sus componentes solubles, o incluso a los
insolubles.

Debido a la gran diversidad de efectos biol6gicos asociados con la exposicién a
particulas urbanas, es necesario realizar evaluaciones de efectos biologicos a diferentes
niveles, con el objeto de establecer posibles mecanismos de accion. En el presente estudio

se planted la evaluacién in vitro de muerte celular, dafio al DNA, efecto proinflamatorio y
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activacion de células endoteliales. La evaluacion de estos efectos se realizd con el objetivo
de identificar eventos finales que pudieran ser relacionados con posibles mecanismos de
dano inducidos por las particulas urbanas. Debido a esto es necesario revisar brevemente
los conceptos relacionados con los efectos finales evaluados.

Muerte celular y PMyo

La muerte celular es un proceso biologico que ha sido ampliamente descrito y que
tiene una funcion importante tanto en procesos fisiolégicos como patoldgicos. La muerte
celular se ha definido con base en el mecanismo que la célula sigue para morir. Dentro de los
caminos de muerte celular descritos encontramos la oncosis y la apoptosis. La oncosis es un
proceso en el que la célula muere debido a fallas en las bombas iénicas de la membrana
plasmatica y generalmente se asocia con isquemia y posiblemente con agentes que
interfieren con la generacion de ATP e incremento en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, asi como la degradacion inespecifica del DNA (Manjo y Joris 1995, Ma et al.
2001). La muerte celular por apoptosis se ha definido como un proceso dinamico, en el cual
participan mecanismos precisos que siguen vias de transduccion, activacion de proteinas y
expresion de genes especificos, asi como la degradacion internucleosomal del DNA (Manjo y
Joris 1995). En general, se puede decir que la muerte celular por oncosis es un proceso mas
rapido que la muerte por apoptosis. Ambos tipos de muerte celular culminan en lo que se
conoce como necrosis celular, que son los procesos de degradacion celular que ocurren una
vez que la célula pierde las funciones que mantienen la integridad de la membrana
(Karahashi y Amano 1998, Leppo 2003, Manjo y Joris 1995). En le caso de la apoptosis, |la
necrosis recibe el nombre de necrosis secundaria (Haslett 1999). Sin embargo, cuando se
habla de muerte celular en general se tiende a utilizar el término de necrosis como el proceso

de muerte que no es apoptosis (Yaglom et al. 2003). Debido a que la muerte celular por
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oncosis desemboca en necrosis en un tiempo relativamente mas corto que la apoptosis, es
que se ha adoptado esta terminologia. Con el afan de ser consistentes con estos criterios de
amplio uso, nos referiremos a muerte celular por necrosis y por apoptosis.

Dentro de los diferentes efectos bioldgicos descritos para las particulas contaminantes
atmosféricas, se ha propuesto que son capaces de producir muerte celular. Dicha muerte
celular se ha descrito como citotoxicidad y apoptosis (Moon y Becker 1999, Holian et al.
1998, Obot et al. 2002). Sin embargo al hablar de citotoxicidad no se define si dicha
citotoxicidad se relaciona con muerte por oncosis o por apoptosis.

Es importante conocer el tipo de muerte celular que una particula contaminante es
capaz de inducir, ya que esto nos da un indicio de cual es el tipo de mecanismo que se lleva
a cabo a nivel celular. Si nosotros encontramos que la muerte celular se encuentra asociada
principalmente con procesos de necrosis, esto nos indica que las particulas son capaces de
provocar alteraciones ya sea a nivel metabdlico o fisico que provoquen que la célula muera
(Manjo y Joris 1995). Este tipo de efectos podrian ser la inhibicién de enzimas por la
presencia de metales (Hasinoff et al. 2003, Scheline et al. 2000), o alteraciones en la simetria
de la membrana por la presencia de fibras (Brody et al. 1983) entre otros. Por otra parte, si
encontramos que la muerte celular se da principalmente por apoptosis, esto podria deberse a
que las particulas estan provocando dano al DNA (Villalobos et al. 1995, Garcia-Cuellar et al.
2002), a que se secreta algun factor que induzca la muerte celular, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) (Moon y Becker 1999, Osornio-Vargas et al. 2003), o a efectos
a nivel mitocondrial, entre otros (Evan y Littlewood 1998).

El tipo de muerte celular también va a tener importancia desde el punto de vista del
efecto final que la particula va a tener sobre las células. Si por una parte tenemos muerte

celular por apoptosis, es posible que esta muerte celular sirva como un mecanismo de

16



control que evite danos mayores. De este modo, si las particulas son capaces de producir
alteraciones al DNA o secrecion de factores inflamatorios, y provocan muerte por apoptosis,
el dano generado se encontrara controlado evitando que tanto las alteraciones en el material
genético se perpetle o que el proceso inflamatorio se exacerbe. La muerte celular que
desemboca rapidamente en necrosis es un factor que favorece procesos inflamatorios.

Los procesos de muerte celular inducidos por particulas contaminantes atmosféricas
se encuentran descritos parcialmente y en algunos estudios se han reportado efectos
citotoxicos (Moon y Becker 1999) y en otros se han mostrado efectos de muerte celular por
apoptosis (Holian et al. 1998, Obot et al. 2002). Desafortunadamente en los estudios en los
que se reporta el efecto citotoxico de las particulas, no se especifica si esta citotoxicidad se
relaciona con muerte por necrosis o por apoptosis. Se sabe que las particulas del tipo de las
PM;io contienen hidrocarburos, metales de transicion, lipopolisacaridos, componentes del
suelo, polenes, bacterias, etc. (Miranda et al. 1992, Salazar et al. 1993, Rosas et al. 1998,
Romieu et al. 1999 Bonner et al. 1998). La presencia de estos componentes ha sido
asociada tanto a muerte por necrosis como a muerte por apoptosis. Sin embargo, al estar
trabajando con una mezcla tan compleja como lo son las PMy, podemos estar enfrentando
efectos sinergisticos o antagénicos.

En el presente estudio se determin6 la capacidad de las PMjo provenientes de tres
zonas de la ciudad de México para inducir muerte celular en una linea de monocitos de raton
(J774A.1) y en una linea de células epiteliales de pulmén humano (A549). Para esto se
evaluaron la citotoxicidad y la presencia de apoptosis y necrosis. Primero se realizaron
determinaciones de viabilidad en cultivos celulares a diferentes tiempos siguiendo una curva
concentracion-respuesta. Posteriormente se realizaron evaluaciones de muerte celular por

apoptosis en el punto en el que se observaron las maximas diferencias en viabilidad por
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medio del ensayo de TUNEL. Finalmente se hicieron evaluaciones en un curso temporal de
la proporcion de muerte celular por necrosis y apoptosis siguiendo el ensayo de uniéon de
anexina-V para determinar la presencia de necrosis y de apoptosis.

Dano al DNA inducido por PM1,

Existe evidencia epidemiologica de que las particulas contaminantes atmosféricas se
encuentran asociadas a un incremento en el riesgo de desarrollar cancer pulmonar (Beeson
et al. 1998, Pope et al. 2002). Los danos a nivel genético y epigenético han sido propuestos
como posibles mecanismos de dano por las particulas (Li et al. 1996, Garcia-Cuellar et al.
2002, Gilmour et al. 2002). Existe evidencia experimental que senala que las PMs son
capaces de provocar cambios conformacionales en plasmidos (Li et al. 1996), degradacion
de DNA desnudo (Garcia-Cuellar et al. 2002), y cambios en la expresion de algunos genes
como consecuencia de alteraciones epigenéticas (Gilmour et al. 2002). Sin embargo, estas
alteraciones al DNA pueden desembocar en la activacion de la expresion de genes de
reparacion, o la muerte celular.

Poco se sabe del dafo al DNA que producen las particulas en células expuestas y si
este dano al DNA desemboca en muerte celular. Para analizar este punto, en el presente
estudio se evalud la presencia de dano al DNA por medio del ensayo de electroforesis
celular, conocido como ensayo de cometas (Singh et al. 1988). Para esto se decidi6 trabajar
con tiempos de exposicion en los cuales hemos observado que las células alcanzan niveles
de muerte celular relacionadas con la fuente de procedencia de las particulas y utilizamos
concentraciones de PMs consideradas subletales, (Alfaro-Moreno 1999). Se sabe que la
electroforesis celular realizada en células apoptoticas puede generar “cometas” (Godard et
al. 1999, Comet Assay Interest Group 2003), por lo que es necesario evaluar si este tipo de

muerte celular esta presente en las condiciones en las que se evalud el efecto genotdxico.
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Para esto se determind la proporcion de células apoptéticas utilizando el ensayo de TUNEL

bajo las mismas condiciones de cultivo en las que se detectd el dano al DNA.

Produccién de citocinas y PMy,

Las alteraciones relacionadas con PMy tales como el asma y efectos cardiopulmonares
(Levy et al. 1999, Donaldson et al. 2000) podrian estar relacionadas con efectos mediados
por moléculas proinflamatorias. Dentro de la respuesta proinflamatoria, existen diversas
moléculas que participan, ya sea como una respuesta primaria, o bien como una respuesta
de tipo secundaria. Dentro de las moléculas que se relacionan principaimente con una
respuesta primaria encontramos al TNFa que es una molécula capaz de provocar la
activacion de diferentes estirpes celulares relacionadas con los procesos inflamatorios, tales
como los macrofagos y las células endoteliales. Por otra parte, la interleucina 6 (IL-6) es una
molécula proinflamatoria de respuesta secundaria a la presencia de TNFa. Sin embargo se
sabe que la IL-6 también puede producirse de forma independiente de la presencia de TNFa
indicando que en este caso se sigue un mecanismo de activacion independiente de TNFa.

La produccién de TNFa e IL-6 ha sido previamente reportada como una respuesta de
células monociticas expuestas a aeroparticulas y su relacién con el contenido de endotoxina
en las particulas (Moon y Becker 1999). En el caso de las particulas de la ciudad de México
se ha descrito que particulas provenientes de diferentes zonas de la ciudad presentan
diferentes capacidades de inducir la expresion del receptor alfa para el factor de crecimiento
derivado de plaquetas en miofibroblastos de rata, asi como de la interleucina 1B, en
macroéfagos de pulmén de rata expuesto in vitro. Se ha observado que la expresion de estas

moléculas correlaciona con la concentracion tanto de metales como de endotoxinas. En este
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estudio se evalué si las particulas de diferentes zonas de la ciudad de México son capaces
de inducir la expresion de TNFa e IL-6 en células monociticas de ratéon. Se buscd una
asociacion entre los niveles de expresion con diferencias en la composicién, asi como con la
concentracion de endotoxina.

Activacion de células endoteliales expuestas a PMo

Los efectos cardiovasculares son una de las principales causas de visitas a salas de
emergencias e incrementos en mortandad durante eventos de altas concentraciones de
particulas (Le Tertre et al. 2002, Levy et al. 1999). Se conoce poco sobre los procesos por
los cuales se incrementan los eventos cardiovasculares. Los efectos cardiovasculares
podrian estar relacionados con activacion del endotelio vascular (Hirano et al. 2003), o
incluso efectos provocados por particulas o componentes de éstas que alcanzaran 6rganos
distantes, como puede ser el caso de metales de transiciéon que se han relacionado con
induccion de arritmias cardiacas (Campen et al. 2001, Campen et al. 2002). Existen estudios
experimentales que han probado que las particulas inhaladas son capaces de alcanzar la
circulacion, por lo que la activacion del endotelio vascular podria deberse a una interaccion
directa de las particulas con la célula endotelial (Nemmar et al. 2002%). La activacion del
endotelio vascular se puede manifestar de diferentes formas. Una de ellas seria si las células
endoteliales expresan moléculas de adhesion que favorezcan el reclutamiento de leucocitos
(Mathieu y El-Battari 2003) lo cual tiene repercusion en la hemodinamica. Otra posibilidad es
que la célula endotelial al ser activada modifique la expresion de moléculas que participan del
control de la coagulacién (Combes et al. 1999), o incluso en la expresién de moléculas que
tienen funcion de moduladoras de los procesos proinflamatorios, como el polipéptido de

activacion endotelial-monocitico (EMAP-I1) (Tas y Murray 1996).
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Debido a la posibilidad que tienen tanto componentes solubles como las particulas
completas para interactuar con las células endoteliales, en el presente estudio se evalud el
efecto de las PM;o completas, de extractos hidrosolubles, de la fraccién insoluble (Dreher et
al. 1997) y de PMy, pretratadas con polimixina-B para inhibir el efecto de las endotoxinas
presentes en las PMy (Ning et al. 2000, Jiménez et al. 2000, Becker et al. 2002). Como
modelo de estudio se utilizaron células endoteliales (células humanas endoteliales de corddn
umbilical, HUVEC) y se escogi6é a la Selectina-E como marcador de activacion celular. La
selectina-E es una molécula de adhesion que tiene como funcion el reclutar células
monociticas, por lo tanto es considerada como una molécula proinflamatoria. La expresion de
selectina-E fue detectada por inmunofluorescencia y por citometria de flujo. Se utilizaron

PM;, provenientes de tres diferentes zonas de la ciudad de México.

OBJETIVOS

El presente estudio tiene por objetivo evaluar PM1o colectadas en tres zonas diferentes
de la ciudad de México (Norte, Centro y Sur, figura 3) en diferentes tipos celulares, con el
propoésito de evaluar el potencial de desencadenar una variedad de efectos toxicos (muerte
celular y dano al DNA) y proinflamatorios (secrecién de citocinas y activacion de células
endoteliales) en cultivos celulares. También se buscé una correlacion entre los efectos
evaluados y el contenido de algunos de los componentes de las particulas.

Sitios de muestreo: La zona Norte de la ciudad de México tiene una fuerte actividad
industrial asociada, asi como trafico pesado, mientras que las PM;o del centro se asocian con
actividad residencial y comercial con trafico mixto entre vehiculos de carga y automdviles, y
las PMy, del Sur se asocian a una zona residencial con trafico de automéviles (Vega et al.

2002). Emisiones de vehiculos automotores, incluyendo hidrocarburos provenientes del
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diesel contribuyen de forma importante en la formacién de PMj, en las tres zonas
muestreadas (Chow ef al. 2002). En el presente estudio se comparé el potencial toxico y
proinflamatorio de muestras de PM4o de tres zonas de la ciudad de México y su relacién con

la composicién de la mezcla de particulas de cada zona.

Figura 3: Ubicacion de la ciudad de México en que se muestran las zonas donde se
colectaron las PMyo utilizadas en el presente estudio (Norte = Delegacion Gustavo A.
Madero; Centro = La Merced; Sur = Ciudad Universitaria). Las marcas de color rojo, amarillo
o verde indican la cantidad relativa de particulas presentes en la atmésfera. El color rojo
indica una elevada concentracion de PMyo y el color verde indica niveles bajos de PMyo.
Como se puede ver, la region del Norte es la mas rica en PMyq.
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MATERIAL Y METODOS

Muestreo y recuperacion de las PM,

Durante 1991 se colectaron PMyo con un colector PM;o de grandes volimenes (Sierra
Andersen/GMW Model 12000 VFC HVPM10 sampler). EI muestreador se mantuvo
trabajando a un flujo de 1.13 m*min, durante 24 horas. Se utilizaron filtros de fibra de vidrio
para colectar las particulas. Los muestreos se realizaron 4 dias por semana durante todo el
ano (Bonner et al. 1998). Las muestras fueron colectadas en el Instituto Mexicano del
Petrdleo (Norte), en la Merced (Centro) y en la Ciudad Universitaria (Sur). Se tomo un filtro
por cada semana de muestreo. Los filtros se sonicaron en seco durante 60 minutos.
Posteriormente se recuperaron las particulas utilizando un pincel suave y recuperando las
particulas en un vaso de precipitados estéril y libre de endotoxinas (Bonner et al. 1998). Las

particulas de cada zona fueron mezcladas y almacenadas hasta su utilizacion en un vial de

vidrio estéril y libre de endotoxina.

Determinacion de metales en las PMyo

Extractos acuosos e hidrolizados (HCI 1M) de PMy, fueron analizados por medio de
espectrometia de emision de plasma (Plasma 40; Perkin-Elmer). El instrumento fue calibrado
utilizando una curva de cinco puntos preparada a partir de soluciones de elementos patron
puros (Aldrich). Para evaluar el desempeno del equipo fueron utilizadas soluciones patron
antes y después de las determinaciones realizadas a las muestras. La precision de las
mediciones se mantuvo dentro de un 4 % para los metales de transicion y 10 % para el
plomo. Los elementos evaluados fueron Fe, Ni. V, Zn, Cu y Pb (Bonner et al. 1998). Los

resultados se expresaron en ug de metal por mg de particula. De cada uno de los metales se
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calculé el porcentaje que fue soluble en agua. Se calculé la concentracion total de cada metal
presente en las particulas en picomoles por microgramo de particula, utilizando la masa

determinada y el peso atémico de cada elemento.

Determinacion de los niveles de endotoxinas

Se determinaron los niveles de endotoxina en las particulas por medio del ensayo de
lisado de amebocitos de Limullus utilizando un kit comercial y siguiendo las especificaciones
del productor (Bio-Whittaker Inc.) (Bonner et al. 1998). Las particulas fueron sonicadas en un
amortiguador (0.05 M de fosfato de sodio, y 0.1% de trietilenamina, a un pH de 7.5), durante
60 minutos a 20°C. Las concentraciones de endotoxina se expresaron como Unidades de

Endotoxina por mg de particulas (EU/mg).

Preparacion de las particulas para exponer células

Se pesd al menos 1 mg de particulas las cuales fueron esterilizadas en autoclave
inmediatamente antes de cada experimento. Una vez estériles, se prepararon suspensiones
de PM;; en medio de cultivo a concentraciones de 1 mg/mL minutos antes de exponer las
células De estas suspensiones se tomaron las alicuotas necesarias para alcanzar la

concentracion final deseada.

Muerte celular inducida por PM4,
Exposicion a PMyo:
a) Ensayos de citotoxicidad (Kueng et al. 1989):
Células monociticas de ratén (J774A.1) o epiteliales de pulmon humano (A549) fueron

sembradas en cajas de 96 pozos a una densidad inicial de 15,000 células/cm?. Las células
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se dejaron adherir durante toda la noche. Las células fueron expuestas a concentraciones de
20, 40, 80 y 160 pg/cm?® de las particulas de las tres zonas de la ciudad de México en
condiciones de proliferacion celular. Las células se dejaron expuestas a dichas particulas
durante 12, 24, 48 y 72 horas. Al término de la exposicion las células fueron lavadas con PBS
y fijadas con formol neutro al 5%. Después de eliminar el formol neutro, las células fueron
tenidas con una solucién de cristal violeta (Sigma) al 0.1% durante 20 minutos. El exceso de
cristal violeta fue lavado. El colorante adherido a las células fue solubilizado con una solucién
de acido acetico al 33% y las placas fueron leidas en un lector de placas a una longitud de
onda de 595 nm. El porcentaje de viabilidad se determiné con base en la viabilidad
observada en las células que no fueron expuestas a particulas, considerando estas ultimas
como el 100 % de viabilidad.

Para determinar el tipo de muerte celular se utilizaron los métodos de TUNEL (Roche
Mannheim, Germany) y Anexina V (Roche Mannheim, Germany). Primero se determind si en
el momento en el que observamos una mayor disminucién en la viabilidad se encuentran
células apoptdticas por medio del ensayo de TUNEL. Posteriormente, se realiz6 una curva de
tiempo para determinar la proporcion de células que mueren por necrosis y apoptosis
utilizando el ensayo de Anexina V.

b) Deteccion de apoptosis por el método de TUNEL (Gorczyca et al. 1993):

Células J774A.1 o A549 fueron sembradas en cajas de 6 pozos para cultivo celular a
una densidad de 15,000 células por cm® y se dejaron adherir toda la noche. Después de
cambiar el medio las células fueron expuestas a la maxima concentracion evaluada en los
ensayos de citotoxicidad que fue 160 pg/cm?® de PMy, de tres zonas de la ciudad de México

durante 72 horas. Al término de la exposicion las células fueron lavadas con PBS estéril, se
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cosecharon y fijaron para ser procesadas para la deteccion de extremos 3’ libre de DNA por
el método de TUNEL fluoresceinado. La deteccion del DNA marcado se realizé por medio de
un citometro de flujo. Se contaron 10,000 eventos y se determind el porcentaje del
incremento en la fluorescencia con respecto a los cultivos testigo.
c) Deteccion de muerte celular (apoptosis y necrosis) por el método de anexina V
(Vermes et al. 1995):

Células J774A.1 o A549 fueron sembradas en laminillas de ocho pozos para cultivo
celular a una densidad de 15,000 células por cm? y se dejaron adherir toda la noche.
Después de cambiar el medio las células fueron expuestas a concentraciones de 20, 40 y 80
ug/cm? de PMy de tres zonas de la ciudad de México durante periodos de 2, 4, 8, 24 y 48
horas. Al término de la exposicion las células fueron lavadas con PBS estéril y se agrego
anexina V fluoresceinada y ioduro de propidio. En un microscopio de fluorescencia se
contaron 10 campos al azar por pozo y se determiné el nimero de células totales asi como el
numero de células positivas Gnicamente a anexina V (células apoptdticas) asi como aquellas
que fueron positivas para anexina V y ioduro de propidio (células necréticas). Se calculé el
incremento en el porcentaje de células que presentaron muerte celular por apoptosis y se

calculé la proporcion de apoptosis/necrosis presente en los diferentes cultivos.

Determinacion de dano al DNA inducido por PMy, (Ensayo de cometas) (Singh et
al. 1988) |

Se sembraron 20,000 células mesenquimatosas de raton (Balb C 3T3) por pozo en
cajas de 24 pozos. Las células fueron expuestas a concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y 40
ug/cm? de PMyo de las diferentes regiones. Después de 72 horas de exposicion, las células
fueron cosechadas y después de lavarlas en solucién salina de fosfatos, las células fueron

resuspendidas en una solucion amortiguadora de Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4
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(amortiguador de corrida). Una alicuota con 10,000 células fue mezclada con una solucién de
agarosa de bajo punto de fusion hasta alcanzar una concentracion del 1% de agarosa. Esta
suspension se coloco en una cama de agarosa previamente solidificada y se dejé gelificar.
Las muestras fueron digeridas (Tris 10 mM, EDTA 100 mM, NaCl 2M, Tritén X 100 1 %, pH
10) por 30 minutos y después se coloco en solucién de desenrrollamiento (NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM) por 5 minutos. Posteriormente se corrié una electroforesis durante 30 minutos a
50 volts. Las muestras fueron tenidas con bromuro de etidio (10 ug/mL). Se analizaron 30
cometas por laminilla. A cada cometa se le determiné su longitud total. Las longitudes de los

cometas fueron organizadas con base en los parametros de mediana, percentiles 25 y 75,

maximo y minimo.

Efectos proinflamatorios inducidos por PM;o
Deteccion de la secrecion de TNFo e IL-6

Se utilizaron cultivos confluentes de células monociticas (J774A.1). Se sembraron cajas
de 24 pozos y se dejaron proliferar las células hasta alcanzar confluencia. Una vez
confluentes los cultivos fueron lavados con medio libre de suero y expuestos a
concentraciones crecientes de PMyo (20, 40 y 80 pg/cm?). Después de 24 horas de
exposicion los sobrenadantes fueron colectados y centrifugados a 14,000 x g durante 15
minutos. Los sobrenadantes fueron congelados a -70°C hasta su utilizacion. Cultivos
expuestos al vehiculo en el que fueron suspendidas las particulas se utilizados como testigo
negativo y células expuestas a 10 pg/mL de endotoxina de E. coli 055:B5 (Sigma) como

testigo positivo.
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Una vez colectados todos los sobrenadantes, fueron descongelados y la concentracion
de TNFa e IL-6 se determind por medio del ensayo de ELISA utilizando una placa comercial
y siguiendo las especificaciones del fabricante (R&D Systems). Se determind la

concentracion de las citocinas y se calculd el porcentaje de incremento en la secrecion de

proteina en relacion a los testigos negativos.

Expresién de Selectina-E en células endoteliales humanas expuestas a PM,

-Obtencion de las células endoteliales de cordén umbilical de humano (HUVEC) (Jaffe
etal. 1973):

Se obtuvieron cordones umbilicales de los cuales se procesé la vena del cordén. La
vena del cordon umbilical se digirié con una solucién de colagenasa (Sigma) 0.05% en medio
RPMI (Gibco) y se incubod por 40 min a 37°C. Los cordones fueron lavados con medio RPMI
adicionado con suero fetal de bovino (SFB) (Harlan) y estos lavados se colectaron. Las
células se centrifugaron y lavaron con PBS. Después del ultimo lavado las células se
resuspendieron en medio de cultivo para células HUVEC (Medio 199 (Gibco) 40 %, mezcla
de nutrientes F12(Sigma) 40 %, HEPES (Sigma) 1 M, NaHCO; (Sigma) 200 mM, L-glutamina
(Sigma) 2 mM, bFGF (Prepro Tech) 50 ng/ml, EGF (Prepro Tech) 20 ng/ml, Heparina (Sigma)
3000 unidades, agua desionizada estéril 20 %) y se crecieron hasta alcanzar confluencia en
cajas preparadas con gelatina (Sigma) al 0.2%. Los cultivos confluentes fueron cosechados
(EDTA (Sigma) 10 mM, tripsina (Gibco) 0.05%) y se transfirieron las células a las cajas

necesarias para cada experimento.
-Microscopia de fluorescencia:
Se sembraron células HUVEC en laminillas con camaras de 8 pozos (20,000 células por

pozo) (Nunc) y se dejaron adherir toda la noche. Al dia siguiente se removi6 el medio de
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cultivo, se agregdé medio fresco y se expusieron las células a 0, 10, 20 y 40 pg/cm? de PMyo,
asi como un testigo positivo expuesto a TNFa (R&D systems) (10 ng/mL). Después de 6
horas de exposicion las células se lavaron con PBS a 4°C y se fijaron con metanol a -20°C
por 10 minutos. Las células se secaron al aire y se rehidrataron con PBS. La muestra se
bloqued con una solucion de suero fetal de cabra al 20% y se incubd por 20 minutos.
Después de lavar con PBS se incubd con el anticuerpo anti-selectina-E (R&D systems) (10
pg/mL) durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar en PBS se agregd un
anticuerpo secundario marcado con FITC (Sigma) y se incubé por 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Las laminillas fueron evaluadas por medio de microscopia de
fluorescencia (Olympus). Zonas representativas de las imagenes observadas fueron
fotografiadas utilizando un objetivo de veinte aumentos.

-Citometria de flujo:

Para el analisis por citometria de flujo se prepararon tres diferentes condiciones de las
PM;o: particulas totales, fraccion soluble e insoluble, y particulas totales adicionadas con
polimixina-B (Sigma) para bloquear a la endotoxina presente. La obtencion de la fraccion
soluble e insoluble de las PMyo se obtuvo por resuspension de las particulas en medio de
cultivo para células HUVEC. Después de 10 minutos de mantener a las particulas en
suspension se centrifugd a 3,000 X g durante 10 minutos. Se consider6 que el sobrenadante
contenia la fraccion soluble, mientras que el boton contenia la fraccion insoluble (Dreher et
al. 1997). El botén fue nuevamente resuspendido en el volumen original de medio. Para
bloquear la endotoxina las particulas fueron suspendidas en medio de cultivo para células

HUVEC vy se les adiciond 1 pg/mL de polimixina-B (Sigma) (Ning et al. 2000, Jiménez et al.

2000, Becker et al. 2002).
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La concentracion final a la que se expusieron las células fue de 40 ug/cm? de PM;o y se
utilizo un cultivo expuesto solamente al medio de cultivo como testigo negativo. Después de
6 horas de exposicion las células fueron cosechadas con una solucién de PBS-EDTA 10 mM.
Las células se resuspendieron en una soluciéon de PBS-suero fetal de cabra (Sigma) (20 %)
por 20 minutos a 4°C. Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 200 uL de
PBS con anticuerpo anti selectina-E (R&D Systems) (10 pg/mL). Se incubd por 1 hora a 4°C.
Para cada grupo de células se procesd un tubo al que no se adicion6é anticuerpo anti
selectina-E, como testigo interno de la técnica. Las células se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 200 uL de PBS con anticuerpo anti IgG murino marcado con FITC
(Sigma). Las células se incubaron por 30 minutos a 4°C en la oscuridad, se lavaron con PBS
y se resuspendieron en paraformaldehido al 4 % en PBS. Los tubos se guardaron en la
oscuridad a 4°C hasta la manana siguiente para su andlisis.

La poblacién celular fue seleccionada en el citometro de flujo (Becton Dickinson Scan
Flow) con base a su tamano y granularidad. Se determiné la intensidad de la fluorescencia
presente en 10,000 células. Se determind el incremento de la fluorescencia en relacion con
los testigos internos, calculando el nimero de veces que se incremento la expresion. Los
datos se organizaron como promedio y desviacion estandar.

Analisis estadistico:

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces y los resultados se
expresan como promedio * desviacion estandar. Los resultados de los cometas se
presentaron como mediana, maximo y minimo, percentiles 25 y 75 y valores extremos. La
citotoxicidad, los cursos temporales de necrosis-apoptosis, los cometas y la producciéon de
citocinas se evaluaron con una andlisis de varianza de dos vias, y la apoptosis y la selectina-

E se evaludé con un andlisis de varianza de una via. Los andlisis se realizaron con el
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programa STATA para Windows (Version 6.0, 1999) y las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0.05.

Correlacion de efectos biolégicos con la concentracion de endotoxina y metales
de transicion determinados en las PM;o

Los niveles de los efectos inducidos por PM;, fueron organizados y analizados en
relacion a la concentracion de endotoxinas y de metales, expresadas en EU/cm? y pmol/cm?
respectivamente a las diferentes concentraciones utilizadas. Para esto se realizé primero una
transformacion de los datos de concentracion de metales a su log(o) debido a que todos los
datos mostraban asimetria con un sesgo considerable a la derecha. Una vez transformados
los datos se realizd una correlacién lineal de Pearson para determinar el valor de “r’ para
cada uno de los elementos y los efectos evaluados. Posteriormente se analiz6 si existia
colinearidad entre los elementos analizados. Con base en esto se establecieron dos
modelos, uno de los cuales incluyd Ni, Zn y Pb (modelo 1) y otro que incluyo Cu, Fe y
Endotoxina (modelo 2). Estos modelos fueron analizados por medio de regresion multiple. El
andlisis multivariado nos permitié establecer los valores de p (significancia estadistica) para
aquellos componentes que no presentaron colinearidad. Por medio de un analisis de
“regresion a pasos” se estableci6 que elementos explican la correlacion encontrada. Los

valores de p se consideraron significativos cuando fueron menores a 0.05.
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RESULTADOS

Concentracion de elementos presentes en las PM,

En todas las muestras se encontrd la presencia de Cu, Fe, Ni, V, Zn y Pb. Se observé
un gradiente en la concentracion de estos metales relacionado con la zona, siendo mayor la
concentracion en las particulas del Norte, seguidas por las del Centro y con una
concentracion menor, las del Sur, excepto el Ni, que present6 un gradiente inverso (Cuadro

1). Los elementos que se observaron en mayor concentracion fueron Fe, Zn y Pb.

Cuadro 1

Concentraciéon* de Cu, Fe, Ni, V, Zn y Pb en PM;, de la ciudad de México.

Particula Cu Fe Ni v Zn Pb

Norte | 0.836 | 4.001 | 0.222 | 0.390 | 6.975 | 2.904
(18.8) | (1.7) | (0.0) | (49.0) | (60.5) | (6.4)

[13.15] | [71.64] | [3.78] | [7.65] | [106.68] | [14.01]

Centro | 0.351 | 3.998 | 0.273 | 0.333 | 1.905 | 2.526
8.3) | (1.2) | (0.0) | (29.7) | (30.6) | (1.7)

[5.52] |[71.58] | [4.65] | [6.53] | [29.13] |[12.19]

Sur 0.136 | 3.806 | 0.353 | 0.230 | 0.793 | 1.106
©.0) | (1.4 | (0.0) | (31.7) | (12.1) | (8.0)

[2.13] |[68.15] | [6.01] | [4.51] | [12.12] | [5.33]

*La concentracion estd expresada en microgramos por miligramo de particula. EI numero
entre paréntesis indica el porcentaje del metal que es soluble en agua. El niumero entre
corchetes indica la concentracién en picomoles por microgramo de particulas totales.
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Concentracion de endotoxinas presentes en las PMg

Las concentracion de endotoxinas fue mayor en las particulas del Norte (17.8 EU/mg)

que en las del Centro y Sur (10.8 y 11.3 EU/mg), respectivamente (Cuadro 2)

Cuadro 2
Concentracion de endotoxina presente en PMyo de la ciudad de México.
PM;io | Conc. * Promedio (Rango)
Norte 17.8 (15.3-20.6)
Centro 11.3 (4.1-18.4)
Sur 10.8 (5.3-16.3)

*La concentracion esta expresada en EU por miligramo de particulas.

Muerte Celular
a) Ensayos de citotoxicidad:

Las particulas de la ciudad de México indujeron una disminucién en la viabilidad de los
cultivos de células monociticas (J774A.1) pero no indujeron cambions en los cultivos de
células epiteliales (A549). Estas variaciones en la viabilidad se hacen evidentes a partir de 48
horas de exposicién. En el caso de las células J774A.1, las disminuciones en la viabilidad
fueron dependientes de la concentracion y las particulas del Norte indujeron una caida mas
importante en la viabilidad (Figura 4). Los decrementos en la viabilidad se presenta de forma
mas pronunciada después de 72 horas de exposicion (Figura 4A).

En el caso de las células A549, los cambios en la viabilidad no fueron estadisticamente

significativas y no se apreciaron diferencias estadisticas entre las particulas provenientes de

las diferentes zonas (Figura 5).
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Figura 4: Variaciones en la viabilidad de células J774A.1 expuestas a PMyo de tres
zonas de la ciudad de México. A) Curso temporal de 12 a 72 horas de exposicion. B)
Comparacion del efecto de las particulas de las tres zonas después de 72 horas de
exposicion. Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar. El asterisco
indica diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre las diferentes zonas.
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Figura 5: Variaciones en la viabilidad de células A549 expuestas a PM;o de tres zonas
de la ciudad de México. A) Curso temporal de 12 a 72 horas de exposicion. B) Comparacion
del efecto de las particulas de las tres zonas después de 72 horas de exposicion. Los
resultados se expresan como promedio + desviacion estandar.
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Deteccion de apoptosis por el método de TUNEL.:
La presencia de muerte celular por apoptosis después de 72 horas de exposicion
muestra que dependiendo de la estirpe celular se tienen respuestas diferentes. En el caso de
las células J774A.1 se observa un incremento en la fluorescencia de alrededor del 15 %,

siendo el efecto similar con todas las particulas evaluadas (Figura 6).

20-
151

E Norte
10 oS

Incremento en células apoptéticas (%)

Particula

Figura 6: Porcentaje de células J774A.1 positivas para el marcaje de TUNEL después
de 72 horas de exposicion. Las particulas de las tres zonas fueron capaces de inducir un
incremento estadisticamente significativo (p < 0.05) en el porcentaje de células que
presentan extremos 3’ libres de DNA. No se observé diferencias estadisticas entre las
particulas evaluadas. Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar.

En el caso de las células A549 se observaron disminuciones en la viabilidad menores al
15 % y presentaron un efecto diferencial, siendo mas importante con las particulas del Norte,

menos con las particulas del Centro y aun menor con las particulas del Sur (figura 7).
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Figura 7: Porcentaje de células A549 positivas para el marcaje de TUNEL después de
72 horas de exposicién. Las particulas de las tres zonas fueron capaces de inducir un
incremento estadisticamente significativo (p < 0.05) en el porcentaje de células que
presentan extremos 3’ libres de DNA en comparacion al testigo negativo. Las particulas del
Norte indujeron un efecto mas potente que las del Centro y Sur (p < 0.05). Los resultados se
expresan como promedio + desviacion estandar. El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes zonas.

b) Deteccion de muerte celular (apoptosis y necrosis) por el método de anexina V.

A todos lo tiempos evaluados, las particulas del Norte indujeron mayores porcentajes
de muerte celular (Figuras 8 y 9). Las particulas del Norte presentaron una tendencia a
inducir efectos mayores que las particulas del Centro y Sur. El efecto maximo de muerte

celular se observa en los cultivos de J774A.1, después de 8 horas de exposicion a particulas

del Norte (Figura 8).
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Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis en
células 1774 A.1 expuestas a PM10 de la ciudad de México
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Figura 8: Incremento en el porcentaje de células que presentaron muerte celular
(necrosis y apoptosis) detectable por el ensayo de unién de anexina V en cultivos de células
J774A.1 expuestas a PM de tres zonas de la ciudad de Meéxico. Se presentan los
resultados de un curso temporal de hasta 48 horas. Los resultados se expresan como
promedio + desviacion estandar.

En el caso de las células A549 el efecto fue homogéneo a lo largo del tiempo (Figura 9),
ya que las proporciones de muerte celular total fueron similares a todos los tiempos

evaluados. Sin embargo se observa que a las 2 horas de exposicion, las particulas del Norte
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indujeron una mayor proporcion de necrosis que las particulas del Centro y Sur, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05).

Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis en
células A549 expuestas a PM10 de la ciudad de México
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Figura 9: Incremento en el porcentaje de células que presentaron muerte celular
(necrosis y apoptosis) detectable por el ensayo de uniéon de anexina V en cultivos de céelulas
A549 expuestas a PMyo de tres zonas de la ciudad de México. Se presentan los resultados
de un curso temporal de hasta 48 horas. Los resultados se expresan como promedio +

desviacion estandar.
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Cuando se determind la proporcion de células apoptéticas presentes en los cultivos, se
observo que después de 2 horas de exposicion las particulas del Norte se asociaron con una
importante proporcion de necrosis (80 % de las células que se encuentran en proceso de
muerte), mientras que las particulas del Centro y del Sur inducen principalmente apoptosis
(70-80% de las células que se encuentran en proceso de muerte). Esta diferencia

desaparece a partir de la cuarta hora de exposicion (Figuras 8 y 9).

Dano al DNA producido por PM en cultivos de células Balb C3T3

Todas las muestras de PM;o evaluadas fueron capaces de inducir una mayor movilidad
electroforética del DNA (cometas) despues de 72 horas de exposicion (Figura 10). Estos
efectos fueron dependientes de la concentracion. Las particulas provenientes tanto del Norte
como del Centro presentaron cometas mas largos que los inducidos por particulas del Sur (p
< 0.0001). A la concentracién de 2.5 ug/cm?® las particulas del Norte y Centro indujeron
cometas de los cuales mas del 50 % presentaron una longitud mayor al percentil 75 del
testigo. Las particulas del Sur requirieron de una concentracién de 10 pg/cm? para inducir un
efecto similar. Todas las particulas al ser evaluadas a concentraciones de 20 y 40 pg/cm?
(datos no mostrados), indujeron cometas en los que la longitud de los cometas se mantuvo

similar que a la concentracion de 10 ug/cmz.
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Figura 10: Distribucion de las longitudes de cometas en células Balb C3T3 expuestas
por 72 horas a PMo de la ciudad de México. Las particulas del Norte y Centro indujeron
cometas mas largos que los inducidos por las particulas del Sur (p < 0.0001). A partir de la
concentraciéon de 2.5 ug/cm?® se observa que entre el 50 al 75 % de las células expuestas a
PM;o del Norte y Centro presentan cometas con una longitud mayor a la presente en cultivos
testigo. Los resultados se expresan como mediana, percentil 25 y 75, rangos y valores
extremos.

Debido a que la presencia de células que mueren por apoptosis podria favorecer la
presencia de cometas largos, se evalué la presencia de células apoptoticas bajo las mismas
condiciones experimentales. Los resultados muestran que el porcentaje de células

apoptoticas es muy pequefio (Figura 11) en comparacion a la proporcion de cometas con una

longitud mayor al percentil 75 del testigo.
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Determinacion de células apoptdticas presentes en cultivos de células Balb
c 3T3 después de 72 horas de exposicion a PM10 de la ciudad de México
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Figura 11: Muerte celular por apoptosis detectada por el método de TUNEL en cultivos
de células Balb ¢ 3T3 expuestas a PMo de la ciudad de México por 72 horas. La proporcion
de células apoptoéticas fue menor al 10% en todos los casos. Se observa un efecto
concentracion-respuesta, aunque todas las particulas indujeron un efecto similar. Los
resultados se expresan como promedio + desviacion estandar.

Expresion de Citocinas en cultivos celulares expuestos a PMy:

a) Células J774A.1: Las particulas fueron capaces de inducir la secrecion de TNFa
e IL-6. Esta respuesta fue dependiente de la concentracion de las particulas y se obtuvo la
respuesta mas importante a la concentracion de 80 pg/cm?. En la expresién de TNFa (Figura
12) se observa una tendencia de que las particulas colectadas en el Centro de la ciudad de
México indujeron una mayor respuesta celular, pero no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 12: Porcentaje de secrecion de TNFa por células J774A.1 expuestas a PMyo de
tres zonas de la ciudad de México. El porcentaje de secrecion se calculé en relacion a la
cantidad de TNFa secretada (17.8 £ 2.4 ng/mL) por un cultivo testigo expuesto a 10 pf/mL de
LPS. Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar. Los incrementos en
la secrecion de TNFo fueron estadisticamente significativos al compararlos con el cultivo
testigo.

En el caso de expresion de la IL-6 (Figura 13) se observa la misma tendencia, pero en

este caso las diferencias si fueron estadisticamente significativas.
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Figura 13: Porcentaje de secrecion de IL-6 por células J774A.1 expuestas a PMyo de
tres zonas de la ciudad de México. El porcentaje de secrecion se calculé en relacién a la
cantidad de IL-6 secretada por un cultivo expuesto a 10 ug/mL de LPS. Los resultados se
expresan como promedio + desviacion estandar. El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes zonas. Los incrementos en la secrecion de
IL-6 fueron estadisticamente significativos para todas las particulas al compararlos con el
cultivo testigo.
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Las particulas del Centro indujeron los mayores incrementos en la secrecién de TNFa e
IL-6 alcanzando un maximo en el porcentaje de secrecion de 37.7 +/- 8.4% vy 7.1 +/- 0.3% a

la concentracién de 80 pg/cm?, cuando se compara con lo secretado por células expuestas a

LPS.

Expresion de Selectina-E en cultivos de células endoteliales expuestas a PM;:

Cultivos de HUVEC fueron expuestos a PMo de tres diferentes zonas de la ciudad de
México a concentraciones de 10, 20 y 40 pug/cm? y se detectd la expresion de selectina-E por
medio de inmunofluorescencia. La expresion de selectina-E presenté una relaciéon
concentracion-respuesta para todas las particulas analizadas. A la concentracion de 40

Hg/cm? se observé la mayor intensidad en la expresion de la selectina-E (figura 14).

Control 10pg/em? 40pg/cm?

Figura 14: Deteccion de selectina-E por medio de inmunofluorescencia en cultivos de
HUVEC expuestos a PMyo del Norte de la ciudad de México. Se presentan de izquierda a
derecha un cultivo sin exponer a particulas, un cultivo expuesto a 10 pg/cm? y un cultivo
expuesto a 40 pg/cm? de particulas provenientes del Norte de la ciudad de México. Las
células marcadas con fluorescencia en verde se consideran positivas para la expresion de
selectina-E (flechas verdes). Algunas particulas adicionadas presentaron autofluorescenica
(flechas rojas).
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Cuando se comparan la expresion de selectina-E en cultivos expuestos a particulas de
diferentes zonas por medio de inmunofluorescencia, las imagenes sugieren que las

particulas del Norte y Centro inducen un efecto mayor que las del Sur (Figura 15)

Norte Centro Sur

Figura 15: Deteccidén de selectina-E por medio de inmunofluorescencia en cultivos de
HUVEC expuestos a PM4q de tres zonas de la ciudad de México. Se presentan de izquierda a
derecha cultivos expuestos a 40 pg/cm? del Norte, Centro y Sur de la ciudad de México. Las
células marcadas con fluorescencia en verde se consideran positivas para la expresion de
selectina-E

Con el objeto de obtener un resultado cuantitativo de la expresion de selectina-E,
cultivos de HUVEC expuestos a 40 pg/cm? de PMy( de tres diferentes zonas de la ciudad de
México fueron procesados para detectar la expresion de selectina-E por citometria de flujo. El
analisis por citometria de flujo mostré que las PM4q de las tres diferentes zonas de la ciudad
de México indujeron un incremento significativo (p < 0.05) en la activacion de HUVEC
expuestas, siendo este incremento entre 3 y 7 veces en comparacion con el testigo negativo.
Sin embargo no se observaron diferencias significativas entre las diferentes PM+q (figura 16).

Debido a que la endotoxina es capaz de inducir la expresion de selectina-E, se evalud
sila presencia de un bloqueador de la endotoxina ( polimixina-B) s eria capaz d e bloquear

total o parcialmente el efecto de las particulas. En la Figura 16 se muestra que la presencia

de polimixina-B bloqued parcialmente el efecto de las PMso. De las particulas que fueron
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pretratadas con polimixina-B Unicamente en el caso de las particulas del Centro de la ciudad

se encontraron diferencias con las particulas totales (p < 0.05) (figura 16).
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Figura 16: Incremento en la expresion de Selectina-E en cultivos de HUVEC expuestos
a 40 pg/lcm? de PMyo. Las particulas de las tres zonas fueron capaces de inducir incrementos
en la expresion de selectina-E en comparacion con los cultivos testigo (* p < 0.05). La
presencia de polimixina inhibié de forma significativa el efecto de las particulas del Centro
(**p < 0.05). Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar.

Dado que en las PMyo se encuentran componentes solubles e insolubles se evalu6 la
capacidad de las fracciones insoluble y soluble de las particulas para inducir la expresion de
selectina-E. Para esto se realizaron extracciones acuosas. En la Figura 16 se muestra que
las fracciones insolubles de todas las particulas fueron capaces de incrementar los niveles de

expresion de selectina-E (figura 17). Por otra parte, las fracciones solubles de las PMyo de las
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tres zonas de la ciudad de México no fueron capaces de inducir incrementos significativos en
la expresion de Selectina-E. Si se suman los efectos producidos por las dos fracciones, no se

alcanzan los niveles de activacion que inducen las particulas totales.
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Figura 17: Incremento en la expresion de Selectina-E en cultivos de HUVEC expuestos
a 40 pg/cm? de PMyo. La fraccion insoluble de las particulas fue capaz de inducir incrementos
en la expresion d e s electina-E, mientras que la fraccion soluble no indujo cambios en |os
niveles de expresion. * p < 0.05 vs. el cultivo testigo. La fraccion soluble de las particulas del
Norte y Centro indujeron niveles de expresion de selectina-E menores a los de las
correspondientes fracciones insolubles (** p < 0.05). Los resultados se expresan como
promedio + desviacion estandar.
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Correlacion de efectos biolégicos con la concentracion de endotoxina y metales
de transicion determinados en las particulas

Los componentes que fueron analizados en las particulas presentaron diferentes
niveles de correlacion con los efectos biolégicos evaluados (Cuadro 3). La viabilidad presentd
correlaciones altas con el contenido de endotoxina (r =-0.92), V (r = -0.90), Pb (r = -0.86), Fe
(r= -0.88), Cu (r= -0.83), Ni (r= -0.82) y Zn (r= -0.82). La secrecion de TNFa presentd una
buena correlacion con la endotoxina (r = 0.60) el Fe (r = 0.68), Ni (r = 0.64) y V (r = 0.65),
mientras que la secrecion de IL-6 correlaciond con la presencia de endotoxina (r = 0.75), Cu
(r=0.73),V(r=0.85), Fe (r=0.77), Zn (r = 0.65) y Pb (r = 0.87). La expresion de Selectina-E
correlacioné unicamente con el contenido de endotoxina (r = - 0.619). La presencia de
cometas no presentd correlaciones mayores a 0.50 con ninguno de los componentes
analizados.

Cuadro 3: Valores de correlacion (correlacion lineal de Pearson) entre componentes y
efectos (viabilidad, TNFa, IL-6, selectina-E y cometas).

Viabilidad | TNFa | IL-6 | Selectina-E | Cometas

Endotoxina

*En rojo se presentan todas aquellas correlaciones con una p < 0.01. En amarillo se
presentan las correlaciones con valores de p entre 0.01 y 0.1. La “NS” indica correlaciones
que presentaron una p > 0.1.

La presencia de necrosis tuvo una buena correlacién conel Znalas2 (r=0.73)y 8 (r=
0.5) horas de exposicion y con el Cu a las 2 horas (r = 0.65), mientras que la apotosis
correlacioné con el Cu (r = 0.62), el Zn (r = 0.67) y la endotoxina (r = 0.52) a las 8 horas de

exposicion (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Valores de correlacion entre componentes con necrosis y apoptosis.

Necrosis Apoptosis

Tiempo de
exposicion

2hrs. |[4hrs. |8hrs. | 2hrs. | 4 hrs. | 8 hrs.

Endotoxina

Cu
Fe
Ni

Zn

Pb

*En rojo se presentan todas aquellas correlaciones con una p < 0.01. En amarillo se
presentan las correlaciones con valores de p entre 0.01 y 0.1. La “NS” indica correlaciones
que presentaron una p > 0.1.

Se analiz6 la correlacion existente entre los diferentes componentes conocidos de las
PM;o para determinar la colinearidad. Este analisis mostr6é una asociacion positiva muy fuerte
(r>094)entre Zny Cu, Pby Cu, Niy Fe, VyFe, PbyV, Pby endotoxina, asi como V y
endotoxina (Cuadro 5). Debido a esto se generaron dos modelos de analisis de regresion
lineal mdltiple, en los que se incluyeron al Ni, Zn y Pb (modelo 1) y al Cu, Fe y Endotoxina
(modelo 2) como los componentes independientes. El V no pudo ser incluido en ningun

modelo debido a su alta colinearidad con componentes que fueron incluidos en los dos

modelos.
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Cuadro 5: Analisis de colinearidad entre los componentes conocidos de las PM4q

Cu Fe Ni V Zn Pb

Cu
Fe
Ni
V
Zn
Pb
Endotoxina

Los resultados de la regresion lineal multiple se resumen en los cuadros 6 y 7. El
cuadro 6 muestra que la viabilidad tiene una relacién directa con el contenido de Ni, Zn y
endotoxina. En cuanto a la secrecion de TNFa se observa que tanto Ni y Fe explican la
secrecion. EnelcasodelallL-6 seobservaque Pb,Cuy Fe son los que presentan una
participacion estadisticamente significativa. Para la selectina-E, ninguno de los componentes
explica estadisticamente los efectos.

Cuadro 6: Valores de significancia estadistica y “regresibn a pasos” para los
componentes analizados en las PM1o en relacién con los efectos biolégicos medidos

Selectina-
E
Excluido
0.14 (-

Viabilidad TNFa IL-6

0.113 0.39 (-)
0.001(-

Modelo
1

Modelo
2

Excluido

0.000(-

Ni, Zn, Pb,
Endo.

Pb, Zn, Cu,

Ni, Pb, Fe Fe, Endo.

Ninguno

*La presencia de (-) indica que la pendiente de la recta fue negativa. Modelo 1
(componentes en azul) incluye Ni, Zn y Pb; modelo 2 (componentes en rojo) incluye Cu, Fe y
Endotoxina. Endo. = Endotoxina. R%, = valor de r* ajustado. RP = Regresién a pasos. Los
valores expresados en negritas representan aquellos que explican estadisticamente el efecto
inducido por las particulas.
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En el cuadro 7 se muestra que la necrosis y |a apoptosis p resentan una correlacién
importante con Zn, Fe y endotoxina después de 2 horas d e e xposicion. A los 8 horasde

exposicion se observa que el Zn y la endotoxina tienen una muy alta correlacién con la
apoptosis.

Cuadro 7: Valores de significancia estadistica y “regresiéon a pasos” para los

componentes analizados en la PM1g en relacién con necrosis y apoptosis

Necrosis Apoptosis
2 hrs. 4 hrs. 8 hrs. 2 hrs. 4 hrs. 8 hrs.
Ni| 0.57 0.59 0.83 0.72 0.67 0.181
Modelo ™ 7n 0.15 0.00 | 0.027 () RSO
Pb[ 0.001(-) [ 0.37(-) | 047() [ 0.077 [ 0.24(-) | 0.045(-)
Cul 0.87 0.85 0.69 0.64 0.98 0.8 (-)
- j- 0.26 0.22 0.11_| 0.011 (-
Endo. 0.29 0.303 | 0.064(-) | 0.16
R%| 0.75 0.03 0.18 0.27 0.27 0.48
p| 0.0000 | 0.316 0.057 0.018 0.068 0.0004
RP Pb, Zn 7n Zn Pb, Zn Zn Zn
Endo. Fe Endo. Fe | Endo. Fe | Endo. Fe | Endo. Fe

La presencia de (—) indica que la pendiente de la recta fue negativa. Modelo 1
(elementos en azul) incluye Ni, Zn y Pb; modelo 2 (elementos en rojo) incluye Cu, Fe y
Endotoxina. Endo. = Endotoxina. R%, = valor de r* ajustado. RP = Regresion a pasos. Los

valores expresados en negritas representan aquellos que explican estadisticamente el efecto
inducido por las particulas.

En el caso de los cometas se observé que el Cu (p < 0.000), Fe (p < 0.000), Pb (p <

0.000) y endotoxina (p < 0.000) tienen una correlacion estadisticamente significativa con el

incremento en el tamafo de los cometas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permitieron observar que las
particulas de diferentes zonas de la ciudad de México inducen diferentes efectos biolégicos,
la mayoria de ellos de una manera diferencial relacionada con la zona en la que las PMs
fueron colectadas. Los efectos evaluados fueron: muerte celular siendo las particulas del
Norte las que indujeron un mayor efecto (cerca de 80 % de disminucién en la viabilidad)
(Figura 4). Esta muerte celular se dio tanto por necrosis como por apoptosis (Figuras 6 a 9),
pero las particulas del Norte indujeron muerte por necrosis a 2 horas mayor de lo que
indujeron las particulas del Centro y Sur (2.9 % vs 0.5 y 0.6 respectivamente) (Figuras 8 y 9).
Las particulas indujeron dano en el DNA a concentraciones subletales y en este caso, las
particulas del Norte y Centro indujeron un efecto mayor que las del Sur (78.4 y 73.3 % de
cometas mayores al percentil 75 del testigo, vs 43.7 % a la concentraciéon de 2.5 pg/cm?)
(Figura 10). En cuanto a la capacidad de provocar un efecto proinflamatorio, las particulas
del Centro indujeron una mayor secrecion de moléculas proinflamatorias (39 % para el
Centro vs. 28 % para el Norte y Sur en el caso de TNFa; 6.7 % para el Centro vs. 4.7y 1.5
para el Norte y Sur en el caso de IL-6) (Figuras 12 y 13). Finalmente las particulas activaron
cultivos de células endoteliales, (de 3 a 7 veces con respecto al testigo) (Figuras 14 a 16). En
el caso de las células endoteliales los resultados obtenidos sugieren que la endotoxina
parece jugar un papel parcial en la induccion de la expresion de la selectina-E (Figura 16) y
que se requiere de la interaccion directa de las particulas para inducir la expresion de
selectina-E (Figura 17). Los efectos generados por las particulas mostraron diferentes
correlaciones con el contenido de metales de transicion y endotoxina, siendo Fe y Zn los

componentes que mejor correlacionaron con los efectos evaluados (Cuadros 3-7).
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La evaluacién de los efectos bioldgicos de las particulas contaminantes ambientales a
nivel celular es de gran importancia para comprender los procesos de patogénesis
relacionados con estas particulas. Hasta el momento existen una gran variedad de estudios
epidemioldgicos en los que se describen diversos factores asociados a los efectos de las
PMs, aunque en la mayoria de ellos no se considera a la composicién de las particulas como
un factor importante (Beeson et al. 1998, Borja-Aburto et al. 1997,Castillejos et al. 2000, Mar
et al. 2000, Nel et al. 2001, Pope et al. 1999, Pope y Dockery 1992, Romieu et al. 1998,
Samet et al. 2000, Schwartz 1994). Afortunadamente, dentro de los estudios experimentales,
cada vez es mas comun observar que el factor de la composicion de las particulas asi como
la evaluacion de particulas provenientes de diferentes fuentes va tomando cada vez mas
importancia (Bonner et al. 1998, Holian et al. 1998, Moon y Becker 1999, Obot et al. 2002,
Osornio-Vargas et al. 2003). Sin embargo, este es posiblemente el primer estudio en donde
se evaluan PMs con diferencias en la composicion, en diferentes estirpes celulares. Las
diferentes estirpes celulares fueron seleccionadas con base en su posible papel tedrico en
algunos organos expuestos en un individuo.

Las diferencias en la concentracion de componentes tales como metales de transicion,
azufre y endotoxinas nos indican que las diferencias en las fuentes asociadas a la emisién de
las aeroparticulas repercuten directamente en su composicién. Considerando que las
particulas son una mezcla muy compleja en la que encontramos muchos otros componentes
tales como hidrocarburos, bioparticulas (polen, esporas, hongos, bacterias, etc), metales y
minerales entre otros (Miranda J et al. 1992, Salazar S et al. 1993, Rosas et al. 1998, Romieu
et al. 1999 Bonner JC et al. 1998), nos invita a analizar mas a fondo la composicion de las

particulas para identificar posibles componentes responsables de efectos bioldgicos. Esto
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adquiere particular relevancia al considerar que en el caso de los metales, el estado de
oxidacion de estos es un factor importante de su toxicidad.

En el presente estudio se evalud la muerte celular, dano al DNA, expresion de citocinas
proinflamatorias y activacion de células endoteliales. Todas estas respuestas participan en el

posible efecto que un individuo podria presentar al exponerse a las particulas por su

inhalacion.
Muerte celular y PM;o

El primer efecto que describiremos sera el de la induccion de muerte celular.
Previamente hemos reportado que las PMs inducen un efecto citotéxico que se manifiesta
como una disminucion en la viabilidad celular (Alfaro 1999) y en diversos estudios se
describe tanto la disminucion de viabilidad como la muerte por apoptosis en células
expuestas a particulas urbanas (Moon y Becker 1999, Holian et al. 1998, Obot et al. 2002).
Sin embargo, no hay hasta el momento un estudio en donde se describa la manera en que
los diferentes mecanismos de muerte celular participan.

La capacidad de inducir muerte celular puede asociarse con distintos procesos que por
diferentes mecanismos provocan la muerte de la célula (Manjo y Joris 1995). Estos
mecanismos pueden ser independientes de cualquier programa genético, denominado
necrosis u oncosis (Ma 2001), o con la participacion de un programa genético denominado
apoptosis (Evan 1998). El que una célula muera por necrosis o por apoptosis nos da una
idea de lo que el inductor de muerte celular puede estar haciendo a las células (Manjo y Joris
1995, Evan 1998). Los procesos de muerte celular en el tracto respiratorio podrian estar
jugando un papel al menos a dos niveles. Por una parte podrian estar participando en
procesos de remodelacion del pulmon (Uhal 2002), o bien podrian estar inhibiendo o

exacerbando los procesos proinflamatorios dependiendo de si la muerte celular se da por via
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de la apoptosis (inhibiendo inflamacion) o de la necrosis (exacerbando inflamacion) (Evan y
Littlewood 1998). Esto se debe a que cuando una célula muere por apoptosis, no se libera el
contenido celular que favorece la inflamacion, sino que son eliminadas por las células
vecinas, mientras que si la muerte se da por necrosis, el proceso inflamatorio se ve
favorecido al haber liberacién del contenido celular.

La evaluacion de viabilidad en células monociticas y epiteliales de pulmén humano
muestran que las PMs son capaces de inducir disminuciones importantes en la viabilidad a
partir de las 48 horas de exposicién en células monociticas. Las particulas del Norte
indujeron un efecto mas potente que las particulas del Centro y Sur. La disminucién de la
viabilidad fue mas importante después de 72 horas de exposicion y a este tiempo fue posible
ver células muriendo por apoptosis (5 - 15 %). En el caso de los cultivos de células epiteliales
se observo un efecto diferencial, siendo las particulas del Norte las mas potentes inductoras
de muerte celular por apoptosis (14 % para el Norte vs 10 y 5 % para el Centro y Sur). Esto
nos sugiere que a tiempos largos la presencia de muerte celular por apoptosis sigue
participando de los procesos de muerte celular inducidos por particulas.

Las particulas de la ciudad de México fueron capaces de inducir tanto necrosis como
apoptosis, aunque la proporcién en la que estos tipos de muerte se presentaron variaron
dependiendo del tipo de particula que se evalud, asi como del tiempo de exposicion. Bajo
todas las condiciones evaluadas, las particulas del Norte indujeron mayores proporciones de
muerte celular que las particulas del Centro y del Sur, independientemente de si se trat6 de
necrosis o de apoptosis. Cuando se analiza el tipo de muerte celular involucrada se observa
que después de dos horas de exposicion, las PM+ del Norte indujeron principalmente muerte
celular por necrosis, mientras que las PM del Centro y Sur indujeron principalmente

apoptosis. A las cuatro horas y durante el resto de la evaluacion, las proporciones de
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necrosis/apoptosis permanecieron similares para todas las zonas, siendo la apoptosis la
forma predominante de muerte hasta las 8 horas. A las 24 y 48 horas la presencia de muerte
celular por necrosis se volvio la predominante, pero esto se puede deber a la presencia de
necrosis secundaria a la apoptosis (Manjo y Joris 1995), por lo que es dificil establecer si a
tiempos largos la necrosis es el proceso de muerte celular, o si es una consecuencia del
tiempo que las células llevan muriendo.

Las particulas del Norte indujeron una proporcién importante de necrosis a tiempos
cortos de exposicion. Considerando que estas particulas fueron las que presentaron un
mayor contenido de metales de transicion, estos podrian estar relacionados con alteraciones
celulares capaces de inducir necrosis, tales como despolarizaciéon de la mitocondria (Hasinoff
et al. 2003), o alteraciones a nivel de la glucdlisis (Sheline CT et al. 2000), que se han
asociado a los efectos toxicos por metales de transicion.

Tanto las particulas del Centro como las del Sur presentaron niveles similares de
muerte celular, por necrosis y apoptosis. Esto sugiere que a las concentraciones a las que se
encuentran los diferentes componentes, tales como metales de transicion, hidrocarburos o
endotoxinas, provocan efectos de muerte celular similares para las particulas provenientes
de ambas zonas. Sin embargo, en otros estudios se ha observado que las capacidades
genotoxicas (Villalobos et al. 1995) y proinflamatorias (Bonner et al. 1998) de las de
particulas del Centro y Sur difieren de forma importante, por lo que la evaluacion de
citotoxicidad es insuficiente para caracterizar toxicolégicamente a una particula.

Todas las determinaciones de viabilidad se realizaron en condiciones de cultivos en
proliferacion. Previamente hemos demostrado que la particulas no inducen disminuciones en
la viabilidad en cultivos confluentes (Alfaro-Moreno 1999, Martinez L 2001). Las células en

proliferacion muestran muerte tanto por necrosis como por apoptosis, aunque a partir de las

56



4 horas, la muerte se presenta principalmente por apoptosis. Esto nos sugiere que las células
en proliferacion son mas susceptibles al efecto de las particulas. Una de las razones para
esto podria deberse a que en las células en proliferacion el DNA celular se encuentra mas
expuesto a los efectos de las particulas. Es por esto que se decidié evaluar el dano al DNA
generado por las PMs en células expuestas. Para esto se utilizé un modelo de evaluacion en
células mesenquimatosas de ratén (balb ¢ 3T3) utilizando la técnica electroforesis celular
conocido como ensayo de cometas (Singh et al. 1988).

Dano al DNA inducido por PM,

Las células expuestas a PMs presentaron una movilidad electroforética del DNA mayor
que las células no expuestas, caracterizandose por la presencia de imagenes tipo cometa,
mas largas. La longitud de los cometas aumentd conforme se incremento la concentracion de
las particulas y las PMs del Norte y Centro fueron mas potentes inductoras de este efecto
que las PMs del Sur. El ensayo de cometas nos permite conocer si el DNA se encuentra
fragmentado o si se forman fragmentos con el tratamiento alcalino. Cuando se da un
rompimiento en el DNA, los fragmentos de DNA tienen una mayor movilidad electroforética,
por lo que la imagen que se obtiene presenta un cometa con una cola mas larga. Si el dano
al DNA no provoca un rompimiento, pero se encuentra asociado a un sitio fragil, este
rompimiento se hace evidente al digerir las células ya que se realizan en condiciones de
alcalinidad gue permiten ver el dano a nivel del sitio fragil. El grado de enrollamiento del DNA
también juega un papel importante, por lo que cambios en la conformacién de la cromatina
podrian estar influyendo en la longitud de los cometas. Nuestros datos muestran que las
particulas de dos zonas presentaron efectos muy similares (Norte y Centro). A las
concentraciones a las que se evallo el dafo al DNA (2.5 a 40 pg/cm?) la capacidad de estas

particulas de producir muerte celular fue similar. En nuestro laboratorio hemos demostrado
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que las PMs de la ciudad de México inducen efectos diferenciales en la degradacién de DNA
desnudo, dependiendo de la presencia de perdxido de hidrégeno y relacionandose con la
concentracion de metales (Garcia-Cuellar 2002a, Garcia-Cuellar 2003). De esta manera las
particulas del Norte que tienen un mayor contenido de metales, generan una degradacién de
DNA mayor que las particulas del Centro y estas que las del Sur. Sin embargo en el modelo
en el que usamos células completas esta diferencia no se presenté entre las particulas del
Norte y el Centro. Eso nos sugiere que debe de haber mas de un mecanismo involucrado en
el dano a nivel del material genético. Una posibilidad es que la degradacion de DNA se dé
como consecuencia de una reaccion tipo Fenton (Garcia-Cuellar et al. 2002a) en la que se
requiere de metales y peroxido de hidrogeno, y que también se den danos que no dependen
de este tipo de degradacion, sino de la formacion de aductos (Risom 2003) o induccion de
mutaciones (Villalobos et al. 1995). También existe la posibilidad de que un tipo de particula
genere un dano directo sobre el DNA mientras que otro tipo de particula genere alteraciones
en la conformacion de la cromatina, provocando alteraciones epigenéticas (Gilmour et al.
2002).

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por la degradacion internucleosomal del
DNA. Por esto, una célula apoptética puede presentar una imagen de cometa, por lo que fue
importante evaluar si este tipo de muerte celular no era la responsable de los rompimientos
en el material genético detectados por el ensayo de cometas. La evaluacion de apoptosis
bajo las condiciones en las que se detectaron los cometas nos indica que este proceso de
muerte celular no es un factor que determine la presencia de células con cometas largos, ya
que menos del 10% de las células que presentaron extremos 3' libres, caracteristicos de la

degradacion de DNA durante la apoptosis (Figura 11). Esto contrasta con el mas del 50% de
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células que presentaron cometas largos a partir de la concentracién de 2.5 pg/cm? (Figura
10), por lo que los cometas no son producto de la muerte celular, sino de dafo al DNA.

La relacion entre los resultados de muerte celular, dafo al DNA y muerte por apoptosis
nos permite ver que las PMs son capaces de provocar alteraciones en el DNA en
concentraciones subletales. En principio, tras 72 horas de exposicion, este dano al DNA no
pareciera llevar a muerte celular. Datos preliminares de nuestro grupo de trabajo indican que
la presencia de PMs a concentraciones subletales inducen a tiempos cortos la expresion de
p53 y PARP que son moléculas de reparacion del DNA (Garcia-Cuellar 2002b). Sin embargo
desconocemos cual sea el estado de reparacion bajo las condiciones evaluadas en el
presente estudio. Finalmente, debido a que el ensayo de cometas utiliza el desenrollamiento
del DNA como base para el corrimiento electroforético, es posible que la induccién de
alteraciones en la topologia del DNA como consecuencia de alteraciones epigenéticas
pudieran ser responsables al menos en parte de estos efectos.

Produccion de citocinas y PMo

La induccion de la expresion de citocinas proinflamatorias es un claro indicador de que
estas particulas son capaces de inducir respuestas inflamatorias. Estas respuestas
inflamatorias pueden ser responsables de desencadenar alteraciones que desemboquen
tanto en procesos de cambios respiratorios crénicos, asi como en procesos de alteraciones
agudas que incluso podrian relacionarse con efectos vasculares (Lambert 1988).

La evaluacion de citocinas proinflamatorias inducidas por la exposicién a particulas
contaminantes atmosféricas son de gran importancia, debido a que algunos de los efectos
con los que han sido relacionadas las PM;q involucran procesos inflamatorios (Donaldson et
al. 2000). Tanto el TNFa como la IL-6 han sido reportados como citocinas que podrian

participar en los efectos pulmonares relacionados con la exposicion a particulas
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contaminantes (Moon y Becker 1999) ya que estas dos moléculas juegan un papel
importante en la regulacion de procesos inflamatorios.

Las células de origen monocitico tuvieron una respuesta importante a la presencia de
las particulas con incrementos con respecto al testigo, de hasta el 40 % para el TNFa y de
hasta el 8 % para la IL-6. El efecto diferencial observado en los niveles de secrecion, tanto
del TNFa como de la IL-6 sugiere que las diferencias en composiciéon juegan un papel
fundamental en la determinacién de la intensidad de la respuesta proinflamatoria. Las
particulas que fueron mas proinflamatorias fueron las particulas del Centro, seguidas por las
provenientes del Norte y finalmente por las del Sur.

Las diferencias en las concentraciones de componentes nos muestran que las
particulas presentan diferentes concentraciones de metales de transicion (cuadro 1) y de
endotoxina (cuadro 2) y existen datos que senalan que las particulas del Centro podrian
contener una mayor concentracion de hidrocarburos que las del Norte y éstas que las del Sur
(Villalobos et al. 1995). De todos estos componentes el mejor candidato a inducir un efecto
proinflamatorio son las endotoxinas (Bonner et al. 1998). Recientemente hemos reportado
que un inhibidor de la endotoxina es capaz de inhibir parcialmente la secrecion tanto de
TNFa como de IL-6 (Osornio-Vargas et al. 2003).

Por otra parte, la relacion de concentracion de endotoxina contra la intensidad de la
respuesta no nos muestra una relacion lineal, ya que en el caso del TNFa se observa que las
diferencias entre la respuesta de las células a las diferentes particulas es muy pequena
(Figura 12), mientras que en el caso de la produccion de IL-6 observamos diferencias de mas
de 5 veces entre la respuesta mas intensa y la respuesta mas pequena (Figura 13). Las

diferencias en la concentracion de endotoxina entre las diferentes zonas fue de alrededor del
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doble para el Norte que para el Centro y Sur y estas dos Ultimas presentaron
concentraciones similares (Cuadro 2). Esto nos sugiere que la respuesta proinflamatoria no
necesariamente se encuentra ligada a un solo componente y que la presencia de efectos
antagonistas asi como de efectos sinergisticos deben de estar jugando un papel importante
en los efectos biologicos. Una posible explicacion de este efecto diferencial podria radicar en
el contenido de metales. Si la presencia de hierro 0 zinc se asocian con una disminucién en
la produccion de energia, esto podria explicar una disminucion en la sintesis de proteinas
(Hassinoff BB et al. 2003, Sheline CT et al. 2000). Por otra parte, se sabe que uno de los
mecanismos de control de expresion de factores proinflamatorios son cambios en la
acetilacion de histonas. Esto se refleja como un DNA mas relajado. El hecho de que las
particulas del Centro sean menos potentes inductoras de degradacion de DNA (Garcia-
Cuellar et al. 2002), pero presenten longitudes de cometas similares, sugiere que las
particulas del Centro podrian estar induciendo cambios epigenéticos que favorecieran la
expresion de moléculas proinflamatorias (Gilmour et al. 2002).

Activacion de células endoteliales expuestas a PMyo

Por ultimo, la presencia de la activacion de células de origen endotelial, relaciona a las
PMs con efectos vasculares, lo que es de gran importancia debido a las evidencias
epidemiologicas que indican que la exposicion a particulas se asocia con el incremento en el
riesgo de efectos vasculares.

Los resultados en el presente estudio muestran que las particulas contaminantes
atmosféricas de la ciudad de México fueron capaces de activar a las células endoteliales. La
selectina-E fue utilizada como un marcador de activacion celular debido a que es una
molécula inducible que al ser expresada participa en el proceso de reclutamiento de

leucocitos (Mathieu and El-Battari 2003). La induccion de la expresion de selectina-E sugiere
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un mecanismo de inflamacion inducido por las PMyo, lo cual podria llevar a cambios de tipo
hemodinamico. Por otro lado, la activacion de células del endotelio vascular sugiere que la
expresion de otras proteinas podria ser inducida. Para verificar esto seria necesario evaluar
la activacion de moléculas tales como el factor tisular o la trombomodulina, que son
moléculas involucradas en el control de la coagulacién (Combes et al. 1999), asi como la
expresiones de moléculas como la EMAP-II que juega un papel importante en los procesos
proinflamatorios (Tas y Murray 1996)

El mecanismo que relaciona la exposicion a PMi con incrementos en los procesos
inflamatorios y problemas cardiovasculares no ha sido determinado. La inducciéon de la
expresion de moléculas que participan tanto en la regulacién de los procesos inflamatorios
(Nadadur and Kodavanti 2002), asi como de moléculas que participan en la regulacion de la
coagulacion (Nemmar ef al. 2002b) son algunos de los mecanismos posiblemente asociados
con la exposicion a particulas. Hasta este momento existen datos controversiales en torno al
efecto de las PMs en cambios en la regulacion de la coagulacion (Nadziejko et al. 2002),
pero se necesitan realizar estudios en este campo. El presente estudio evalGa la capacidad
de las PMy, de la ciudad de México de inducir activacion del endotelio vascular utilizando
selectina-E como marcador.

Nuestros resultados muestran que las PM;, de la ciudad de México fueron capaces de
inducir la expresion de selectina-E de una manera dependiente de la concentracion (Figura
14). Por medio de la evaluacion por inmunofluorescencia, se ve que las particulas tuvieron
una diferente capacidad para inducir la expresién de la selectina-E (figura 15), sin embargo,
al realizar un analisis cuantitativo por medio de citometria de flujo, estas diferencias
aparentemente desaparecieron (figura 16). Como se puede ver en las figuras 14 y 15, las

particulas presentaron autofluorescencia en color amarillo y anaranjado. La evaluacién de la
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expresion de selectina-E se realizé con un anticuerpo fluoresceinado y la autoflorescencia de
las particulas podria presentarse como ruido de fondo que enmascare las diferencias de
expresion de selectina-E inducida por las diferentes particulas. Otra posibilidad es que las
particulas de una zona (las del Sur) induzcan una menor proporcién de células activadas,
pero que esta senal sea mas intensa por cada célula activada. Desafortunadamente no nos
fue posible discriminar la autofluorescencia e intensidad de fluorescencia detectable en la
citometria de flujo, al tratar de realizar ajustes por compensacion de los diferentes canales de
deteccion.

Debido a que en las imagenes obtenidas con la inmunofluorescencia se observan
células expresando selectina-E que estan asociadas a particulas y otras que no estan
asociadas a particulas, decidimos evaluar el efecto de las fracciones solubles e insolubles
por separado. La activacion de las células endoteliales por la fraccion insoluble, pero no por
la fraccion soluble de las particulas sugiere que un contacto directo entre las particulas y las
células es requerido para que se induzca la expresion de selectina-E. Resultados similares
se han observado cuando la citotoxicidad ha sido evaluada en diferentes lineas celulares
(Martinez L 2001).

Existe evidencia que apoya que las particulas inhaladas son capaces de alcanzar el
endotelio vascular, e incluso cruzar hacia la circulacion (Nemmar et al. 20022). Por otra parte,
la expresion de otras proteinas deberian de ser evaluadas para determinar si esta interaccion
directa entre particulas y células es necesaria para la activacion del endotelio vascular, o si
bien es un fenémeno asociado principalmente con la expresion de selectina-E.

La endotoxina es un componente que puede inducir la expresion de selectina-E
(Landolt et al. 2002). Algunos estudios previos han mostrado que la endotoxina juega un

papel importante en los procesos proinflamatoiros inducidos por las PMo (Bonner et al. 1998,
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Jimenez et al. 2000, Becker et al. 2002, Osornio-Vargas et al. 2003). Sin embargo, la
endotoxina no puede ser considerada como el Unico factor que puede inducir efectos
proinflamatorios, por lo que otros componentes tales como los metales de transicion (Bonner
et al. 1998, Jimenez et al. 2000), componentes del suelo como Al, Si, K, Ca, Ti y Fe (Miranda
et al. 1998), o carga de la superficie (Nemmar et al. 2002) deberia de ser considerados. En el
presente estudio utilizamos a la polimixina-B como un bloqueador de la endotoxina (Ning et
al. 2000, Jimenez et al. 2000, Becker et al. 2002), pero solamente se observo una inhibicion
parcial cuando se comparo con el efecto inducido por las particulas totales. Debido a que se
encontro expresion de selectina-E después de que las PMy fueron tratadas con polimixina-B,
la endotoxina no puede ser considerada como el Unico componente responsable de la
expresion de selectina-E, pero jugando un papel importante, ya que se observaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a las particulas totales.
Recientemente hemos realizado evaluaciones del papel de la endotoxina en PMio y PM2s en
las cuales se utilizé una proteina recombinante capaz de neutralizar la endotoxina (rENP)
(Osornio-Vargas et al. 2003). En este estudio corroboramos que al neutralizar la accion de la
endotoxina se inhibe parcialmente el efecto proinflamatorio.

Se requieren realizar otros estudios para evaluar posibles efectos sinergisticos o
antagoénicos que pudieran presentar diferentes componentes de las PMyo. Los resultados de
este trabajo muestran que las diferentes fracciones de las particulas no son tan potentes
como las particulas totales. Aun considerando que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las fracciones, los resultados sugieren que hay una tendencia de que las
fracciones de las particulas podria estar interactuando de tal modo que incrementaran la
actividad biologica de las particulas. Esto se hace mas evidente si consideramos que la suma

de los efectos de las diferentes fracciones no fue tan potente como el efecto total de las
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particulas. Estudios previos han sugerido este tipo de interacciones. Por ejemplo, cuando el
vanadio se ha evaluado de manera independiente, se requiere de una concentracion muy
elevada en comparacion al contenido de este componente en las particulas para inducir
efectos en miofibroblastos (Bonner et al. 1998). Es interesante que los niveles de selectina-E
inducidos por la fraccién insoluble de las particulas, fue similar al de las particulas tratadas
con polimixina-B. Esto resultados sugieren interacciones entre estas dos fracciones.

Correlacion de efectos biolégicos con la concentracion de componentes
determinados en las PM;,

Hasta el momento, las evidencias presentadas nos hacen pensar que la composicion
de las particulas son un factor importante que determinan su efecto biolégico. Para
establecer si existen componentes que pudieran ser identificados como posibles
responsables de los efectos observados, se determinaron los factores de correlacion entre la
concentracion de los componentes conocidos, con los niveles de los efectos evaluados
utilizando una correlacion lineal de Pearson. Este analisis nos permitié identificar algunos
componentes que correlacionan fuertemente con diferentes efectos. La citotixicidad
correlaciond con todos los componentes evaluados, mientras que la necrosis (después de 2
horas) y la apoptosis (después de 8 horas) correlacionaron con el zinc. La secrecion de
TNFa correlaciond con el contenido de endotoxina, Fe, Ni, V y Pb, mientras que la secrecion
de IL-6 correlacioné con el contenido de endotoxina, cobre, hierro, vanadio, zinc y plomo. La
expresion de selectina-E no correlacioné con el contenido de los componentes evaluados. La
presencia de cometas presentd correlaciones discretas con todos los componentes
evaluados. Se enconiré una alta colinearidad entre varios de los componentes evaluados.
Esto puede deberse a que existan fuentes de emision comunes para mas de un componente

de la mezcla. Considerando la alta colinearidad existente entre varios de los componentes,

65



fue necesario establecer dos modelos de andlisis de regresion multiple. El modelo 1 incluyé
al Ni, Zn y Pb, mientras que el modelo 2 incluy6 al Cu, Fe y Endotoxina. Considerando que la
colinearidad es tan alta entre los componentes del modelo 1y 2, los valores de R%. y “p” para
estos modelos fueron idénticos. Sin embargo, la determinacioén de los valores de “p” para
cada componente de estos modelos, aunado a la regresion por pasos, nos permitié identificar
a aquellos componentes que “explican” estadisticamente los eventos observados.

Se observaron correlaciones de la citotoxicidad con el Ni el Zn y la Endotoxina, la
secrecion de TNFa con el Ni y el Fe y la secrecion de IL-6 con la presencia de Pb, Cu y Fe.
La presencia de cometas correlacioné positivamente con el contenido de Pb y tanto La
necrosis (a las 2 horas) como la apoptosis (a las 8 horas) correlacionaron con la presencia de
Zn.

El Zn y el Fe fueron los componentes que consistentemente presentaron correlaciones
elevadas y estadisticamente significativas (Cuadros 6 y 7) con diversos efectos bioldgicos En
el caso del Zn se ve que correlacion6 con efectos de muerte celular (citotoxicidad, necrosis y
apoptosis), mientras que el Fe correlacioné con la secrecion de citocinas, necrosis, apoptosis
y dano al DNA. Esto podria ser de gran utilidad ya que el zinc y el Fe podrian ser
“‘indicadores” de las mezclas complejas que son las PMyg, especialmente si se considera que
dichos componentes no presentan colinearidad entre ellos. Estos indicadores nos permitirian
tener una idea del posible potencial citotoxico de las PMs.

Debido a que las PM;; son mezclas complejas de las cuales mas del 80% del
contenido es materia organica, seria muy aventurado el sehalar como responsable de un
determinado efecto a los componentes que presentaron correlaciones estadisticamente
significativas. Sin embargo, estos resultados nos abren varias posibilidades: 1) El elemento

detectado con alta correlacion estadistica es el responsable del efecto observado; 2) El

66



elemento detectado presente una alta colinearidad con algun otro componente que es el
responsable del efecto observado; 3) El elemento detectado que presenta una alta
correlacion estadistica es un componente presente una alta colinearidad con algin otro
componente del que se desconoce su concentracion en la mezcla de particulas y 4) Los
efectos observados no pueden atribuirse a un componente de la mezcla, sino a grupos de
componentes.

Los resultados nos muestras diferentes grados de correlacion entre efectos y
componentes, pero si consideramos los gradientes de concentracion de endotoxinas y
metales (norte > centro > sur), y que unicamente la citotoxicidad muestra un efecto
diferencial que presenta este mismo gradiente, podemos concluir que la determinacion de
correlaciones nos permite establecer que el contenido de metales y endotoxinas juegan un
papel importante en la citotoxicidad. Sin embargo los otros efectos no mostraron consistencia
en las correlaciones. Esto se puede deber a diversas causas: 1) Efectos antagénicos entre
componentes que inducen e inhiben un efecto determinado, 2) Presencia de algun
componente responsable del efecto medido, del cual desconocemos su concentracion en la
particula y 3) Si los componentes metalicos presentan diferentes estados de oxidacién que
provoque que sus efectos sean diferentes. Para establecer el papel que juega cada
componente en un efecto determinado, siempre es necesario realizar contrastes entre
particulas que presenten diferencias en la concentracion de componentes. Si bien el uso de
inhibidores “especificos” ha cobrado importancia para determinar el papel que juegan los
diferentes componentes, muchos de estos inhibidores (v gr. Deferoxamina, N-acetil cisteina,
manitol, polimixina-b etc.) pueden interferir con procesos celulares que de alguna manera

podrian repercutir en el efecto que se desea evaluar. Es por esto que la determinacion de
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correlaciones entre efectos y componentes puede ser una buena manera de evaluar a las
particulas contaminantes atmosféricas.

Recientemente se ha publicado una evaluacién de los efectos citotoxicos de Cu, Fe,
Ni, V y Zn (Riley et al. 2003) que son algunos de los componentes que nosotros evaluamos.
En este estudio se establece por medio de la evaluacion de sales comerciales que el
potencial toxico de los metales en orden descendente es V > Zn > Cu > Ni > Fe. Esto
contrasta con nuestros resultados en donde el V > Fe > Pb > Cu > Zn = Ni en su correlacion
con el efecto de citotoxicidad. Esto se puede deber tanto a efectos sinergisticos o
antagonicos entre diferentes componentes. Por ejemplo, Riley y col. (Riley et al. 2003)
reportan que al mezclar Zn con Cu y V se ve parcialmente inhibido el efecto del Cu vy V,
mientras que la mezcla de Zn con Ni provoca un mayor efecto de este Ultimo. Dada la
complejidad de la mezcla en PMs, el uso de regresiones multiples entre niveles de efecto y
componente puede ser una herramienta util en el analisis de los efectos toxicos y nos puede
ayudar a determinar si la mezcla a la que se expone una poblacion es mas o menos
peligrosa.

Es necesario realizar estudios en donde se correlaciones los efectos medidos con la
mayor cantidad posible de componentes. Esto nos permitira saber si estas correlaciones son
un buen indicador de efecto. Este analisis nos permitiria tener una herramienta para estar
alerta ante la elevacion de la concentracion de un componente especifico en las mezclas de
particulas. También nos permitiria discernir entre el riesgo de exponerse a concentraciones
similares de particulas que contengan concentraciones diferentes de componentes tales
como metales, hidrocarburos o endotoxinas.

Finalmente, uno de los aspectos mas importantes de la evaluacion de PMs ha sido su

tamano. Mdltiples estudios sugieren que el factor determinante para el efecto de una
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particula es su tamano. Hay quien sugiere que las diferencias encontradas en estudios que
comparan particulas relacionadas con diferentes fuentes de emision, podrian explicarse por
diferencias en la distribucion en el tamano de las particulas. Un estudio que derivé de la
presente tesis demostro que la relacion PMio/PM2s en diferentes zonas de la ciudad de
México era similar, sin embargo, los efectos biolégicos presentaron resultados consistentes
con los aqui presentados (Osornio-Vargas et al. 2003). Estos resultados refuerzan de
manera importante la hipotesis que defiende esta tesis, que senala que la composicion de las
particulas es crucial en sus efectos bioldgicos.

Como se puede ver a lo largo de la presente tesis, las PMs tienen efectos biologicos a
muy diferentes niveles. Si bien este estudio no nos permite concluir cuales son los
mecanismos que provocan efectos biolégicos en un individuo expuesto a particulas, si nos
permite conocer que la exposicion a particulas genera respuestas bioldégicas que van mas
alla del efecto mecanico de las particulas, y que los efectos biologicos que inducen pueden
ser relacionados con los efectos descritos para individuos expuestos a particulas.

En resumen, podemos volver al diagrama propuesto en la introduccion de esta tesis
para hacer un recuento de los resultados obtenidos y su posible participacion en la

exposicion de un individuo:
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Figura 18: Esquema de los posibles efectos que se pueden inducir en un individuo
expuesto a PM4o. En verde se marcan aquellos efectos que fueron evaluados en esta tesis y
en amarillo se marca efectos de los que se ha generado evidencia posterior a esta tesis,
siendo determinaciones que siguen en proceso de evaluacion.

Nuestros resultados no nos permiten asegurar que alguno de los caminos propuestos
en este diagrama hipotético se lleve a cabo. Sin embargo nos proporcionan una idea
concreta de cuales son las posibles vias que deben ser consideradas para su evaluacion.
Para poder concluir cual es el camino que siguen las células al inducir un efecto biologico,
sera necesario realizar evaluaciones tanto en sistemas en los que se trabajen con cocultivos,

asi como con la exposicion de animales e incluso evaluacion de personas expuestas. Sin

embargo, se derivan una serie de hipoétesis que pueden ser evaluadas. De esta manera
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nuestros resultados nos permiten proponer que es lo que sucede en un individuo expuesto y
como se relaciona esto con los hallazgos epidemioldgicos. Se puede postular que un
individuo expuesto a particulas se relaciona con al menos cuatro eventos finales que son:
lesioén pulmonar y remodelacién (Bonner et al. 1998, Dye et al. 2001), procesos inflamatorios
(Donaldson et al. 2000, Nel et al. 2001, Saxon et al. 2000,), efectos cardiovasculares
(Campen et al. 2001, Campen et al. 2002, Le Tertre et al. 2002, Nemmar et al. 2002a, Peters
et al. 1997, Vincent et al. 2001), y cancer (Beeson et al. 1998, Pope et al. 2002, Risom et al.
2003). Cada uno de estos eventos finales se relacionan de alguna manera con nuestros
resultados.

-Dano y remodelacion pulmonar: La capacidad de las particulas para provocar muerte
celular se puede asociar tanto a procesos de necrosis como de apoptosis. Si la muerte
celular se da por necrosis, el evento que se vera favorecido es el de inflamacion de las vias
aéreas. Por otra parte, si la muerte celular se da por apoptosis, este tipo de muerte va a
favorecer la remodelacion del tejido. La muerte celular por apoptosis también se relaciona
con el dano al DNA, el cual al ser controlado por medio de la apoptosis evita la perpetuacion
de alteraciones genéticas.

-Inflamacién: Las particulas al depositarse en el tracto respiratorio son capaces de
activar a los macrofagos los cuales pueden secretar citocinas tales como TNFa, IL-1b o la IL-
6. La secrecion de estas citocinas puede provocar la migracion de mas macréfagos al sitio
del depdsito de las particulas, o bien puede activar a otras estripes celulares, como puede
ser el caso del endotelio vascular, facilitando la migracion de células monociticas.

-Efectos cardiovasculares: Los efectos cardiovasculares pueden darse debido a la
activacion del endotelio vascular como producto de las citocinas secretadas por los

macrofagos, por el contacto directo de las particulas con el endotelio vascular o bien a la
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entrada de las particulas en la circulacion. La activacion del endotelio vascular puede
provocar las expresion de moléculas de adhesion como la selectina-E, que participan en el
reclutamiento de células monociticas. El proceso de reclutamiento celular provoca cambios
vasculares en la region en donde se da la migracion celular. Ademas de esto, las células
pueden sufrir desbalances en el control de la coagulacién a nivel de la expresion de
trombomodulina y factor tisular.

-Dano al DNA: el dano al DNA se asocia con procesos de transformacion celular.
Sabemos que las particulas son capaces de provocar degradacion del DNA asi como dafno
que se manifiesta al realizar evaluaciones por el ensayo de cometas. Este tipo de lesiones
pueden tener diferentes caminos. Por ejemplo, el dano al DNA puede provocar que la célula
entre en muerte celular por apoptosis. En este caso, la lesion no se perpetta. Otro camino es
que la lesién active los sistemas de reparacion del DNA de las células. Si el sistema de
reparacion trabaja adecuadamente, el dano sera eliminado y la célula podra seguir sus
funciones normales. En caso de que el dano no induzca muerte celular y este dano no pueda
ser reparado, se corre el riesgo de que las lesiones en el DNA se asocien con procesos de
transformacion celular. Para que se establezca un tumor es necesario mucho mas que la
presencia de mutaciones, pero se tiene evidencia preliminar de que las particulas son
capaces de inducir la secrecion de factores inmunosupresores que podrian favorecer el
establecimiento de células transformadas.

Ademas de las posibles relaciones directas entre un evento y su efecto, tenemos
interrelaciones entre diferentes efectos. Tal es el caso de la induccién de muerte celular que
puede favorecer procesos inflamatorios e incrementar el estrés oxidativo. Estos dos procesos
han sido relacionados con efectos carcinogénicos. El efecto proinflamatorio puede generar

alteraciones vasculares. El dano relacionado con el material genético, ya sea por
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alteraciones en el DNA o por cambios epigenéticos se asocia a la expresion de multiples

moléculas, algunas de ellas proinflamatorias, otras inmunosupresoras y otras mas capaces

de controlar los procesos de muerte celular. Como se puede ver, los procesos que se

podrian observar en un individuo expuestos a PMs son muy complejos y no se puede

asegurar gue sigan una via Unica de efecto.

Considerando las diferentes lineas celulares y efectos evaluados en la presente tesis

podemos concluir que:

1)

2)

4)

6)

Las PM;, presentan diferentes capacidades citotoxicas dependiendo de la zona de
la que provengan, siendo las particulas con un mayor contenido de metales de
transicion y endotoxinas las mas citotoxicas.

Las particulas que tuvieron un mayor contenido de metales de transicion también
fueron las que presentaron un mayor porcentaje de muerte celular por necrosis y por
apoptosis. La muerte celular por necrosis se presenta en las primeras horas
después de la exposicion a las particulas.

Las particulas fueron capaces de inducir efectos proinflamatorios en células
monociticas.

La secrecion de citocinas mostrd un efecto diferencial dependiendo de la zona en la

que las particulas fueron colectadas, siendo las particulas del Centro las mas

potentes.

Las particulas fueron capaces de inducir la activacién de células endoteliales.

No se pudo demostrar que la activacion de células endoteliales tuviera una relacion
con la composicion de las particulas. Esta dificultad posiblemente se debe a las

interferencias que la autofluorescencia de las particulas puede provocar en los
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7)

8)

9)

analisis por citometria de flujo, o a diferencias en la intensidad de la respuesta
celular.

Algunos componentes presentan correlaciones importantes con la intensidad de los
efectos evaluados, siendo el Zn y el Fe los que mejor correlacionaron con los
eventos biolégicos.

El uso de andlisis de correlacion lineal asi como el andlisis de regresion multiple
entre componentes y efectos puede ser una herramienta muy Util en la evaluacion
de particulas contaminantes. Si se validan estas correlaciones, se podrian utilizar
como indicadores de capacidad toxica de las particulas.

Quedan por evaluar los mecanismos mediante los cuales se disparan los eventos

evaluados.
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Exposure 1o urban airborne particles is associated with an increase in morbidity and mortality.
There is little experimental evidence of the mechanisms involved and the role of particle composi-
tion. We assessed cytotoxicity (crystal violet assay), apoptosis [terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase-mediated dUTP nick-end Iabclmg (TUNEL] or annexin V a.suy] DNA breakage (comet
assay), and production of proinfl rs |[tumor necrosis factor ¢t (TNFa), inter-
leukin 6 (IL-6), pmsta.gl.andm E; (PGEZJ] [enzyme—lmked immunosorbent assay), and E-selectin
(flow cytometry) in cell lines exposed to particulate matter < 10 pm in size (PM,) obtained from
the northern, central, and southern zones of Mexico City. Particle concentrations ranged from
2.5 to 160 pg/cm?. We used epithelial, endothelial, fibroblastic, and ytic cells and d
DNA damage in Balb-c cells, TNFa and IL-6 production in mouse monocytes, and PGE; in rat
lung fibroblasts. We determined the expression of E-selectin in human endothelial cells and evalu-
ated the cytotoxic potential of the PM g samples in all cell types. PM,, from all three zones of
Mexico City caused cell death, DNA breakage, and apoptosis, with particles from the north and
central zones being the most toxic. All of these PMy samples induced secretion of proinflamma-
tory molecules, and particles from the central zone were the most potent. Endothelial cells
exposed to PM,q from the three zones expressed similar E-selectin levels. Mexico City PM
induced biologic effects dependent on the zone of origin, which could be caused by differences in
the mixture or size distribution within particle samples. Our data suggest that particle composi-
tion as well as particle size should be considered in assessing the adverse effects of airborne partic-
ulate pollution. Key words: apoptosis, cy icity, DNA breakage, E-selectin, 1L-6, Mexico City,
particle composition, PGE;, PM g, TNFc. Environ Health Perspect 110:715-720 (2002).
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Daily exposure to airborne particulate pollu-
tion in urban zones is associated with an
increase in morbidity and moreality, mainly
of cardiopulmonary origin (/). The increase
in health risk occurs even when particle con-
centrations are well below established air qual-
ity standard levels, Epidemiologic associations
of particles of smaller aerodynamic size with
mortality are even more significant. For
example, the increase in death risk reported
for Mexico City with respect to total sus-
pended particles (TSP) is 5.8% in morrality
per 100 pg/m? TSP increment (2). However,
particles with aerodynamic diameters of 10
pm and less (PM ) or 2.5 pm and less
(PM, 5) cause a 1.83% or 1.48% increment
in risk of death per 10 pg/m? increase of par-
ticulate martter (PM) (3,4). Therefore, PM
size is clearly an important factor in the health
risk of air pollution in Mexico Cirty. Similar
epidemiologic findings relating smaller PM
diameter to increased mortality have been
reported in several cities around the world,
despite a wide variation in geographical loca-
tion, climate, or economic development ( /).
Particle composition may also play a
major role in defining the relative toxicity of
an inhaled particulate. However, although

air pollution PM has been implicated in the
development of several pulmonary diseases
(asthma, chronic bronchitis, lung cancer),
we currently have little information to define
the role of particle composition to the pro-
gression of these respiratory discases (5-8).
Growing evidence suggests that several fac-
tors in air pollution PM could play a role in
promoting and perpetuating a lung inflam-
martory or carcinogenic response. For exam-
ple, several merals detecred in Mexico Ciry
PM,, including vanadium, nickel, and lead,
are known to cause inflammation or cancer
(9). These same metals have been reported
to mediate the toxic effects of Ay ash parti-
cles generated during the industrial burning
of coal and fuel oil (/0). Organic compo-
nents may also play a role in mediating the
inflammation caused by the inhalation of
PM. Lipopolysaccharide (LPS) derived from
the walls of gram-negative bacteria has been
considered a major facror in the exacerbation
and development of asthma (11,12). We
have reported that endotoxin is an important
constituent of Mexico City PM; thar trig-
gers the production of the proinflammarory
cyrokine interleukin 18 (IL-1B) by rat
pulmonary macrophages in vitra (9).

Environmental Health Perspectives + volume 110 | Numeer 7 | July 2002

Hydrocarbons present in particles from
diesel exhaust have been reported to increase
the production of total allergic antibody
[immunoglobulin E (IgE)] in nasally chal-
lenged individuals, and IgE is known to
mediate allergic lung inflammation (13).
Therefore, we have evidence that both
organic and inorganic components mediate
the toxic effects of air pollution PM.

In this study, we evaluated PM,, from
three different zones of Mexico City (north-
ern, central, southern) on a variety of differ-
ent cell types for their porential in triggering
a variety of inflammatory and toxic end
points in cultured cells in vitro. The north-
ern zone is the major industrial center of the
city, and particles collected from the norch-
ern zone contain higher levels of transition
metals and sulfur (9). PM,; from the south-
ern zone contains a higher level of organic
material (e.g,, pollen) (6). Automotive emis-
sions, including hydrocarbons from diesel,
contribute heavily to the PM burden in all
three zones (74). The purpose of the present
study was to assess comparatively the toxic
and inflammartory potential of PM, samples
from the three zones of Mexico City and
relate these findings to the particular particle
mixture from each zone.

Materials and Methods

Reagents. We used the following: Apoptosis
detection by the rerminal deoxynucleotidyl
transferase-mediared dUTP nick-end labeling
(TUNEL) method (Roche, Mannheim,
Germany), apoptosis detection by the
annexin V method (Nexins Research,
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Kattendijke, The Netherlands), enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for
tumor necrosis factor & (TNFa) and IL-6
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
and for prostaglandin E; (PGE,; Endogen,
Woburn, MA, USA). We also used basic
fibroblast growch factor and epidermal
growth factor (Prepro Tech, London,
England). Sera used were bovine fetal serum
(Harlan, Indianapolis, IN, USA) and goar
feral serum (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Antibodies were murine monoclonal anti-
body to human E-selectin (CDG62E; R&D
Systems), mouse fluorescein isothiocyanare
(FITC)-conjugared anti-IgG (Sigma).

Cells. We used the commercial cell lines
A549 (human lung epithelium cells), ]774A.1
(mouse monocytes), and Balb-¢ (mouse
fibroblasts). All cell lines were from American
Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA). Other primary cell cultures used were
rat lung fibroblasts (RLF) and human umbili-
cal vein endothelial cells (HUVEC), obrained
from the Nartional Institute of Environmental
Health Sciences and Nottingham University,
respectively.

PM sampling. We collected PM in the
northern (industrial), central (business), and
southern (residential) zones of Mexico City
(Figure 1) using a high-volume particle col-
lector (GMW model 1200 VFC HVPM10;
Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA) for par-
ticles with aerodynamic diameter s 10 pm,
We used fiberglass filters (type A/E glass
61638; Gelman Sciences, Ann Arbor, MI,
USA) for 24-hour sampling (1.13 m*/min),
3 days during each week of 1991 and
obtained a rotal of 210, 211, and 203 sam-
ples from the south, center, and north,
respectively. To obtain homogeneous sam-
ples throughout the year, we selected a filter
each week from each zone to recover parti-
cles. We dry sonicated filters for 45 min and
recovered particles by smooth sweeping with
a brush into an endoroxin-free flask. We
mixed the particles of a single year by zone
and stored them dry in endotoxin-free glass
vials in a dryer at 4°C until cheir use. We
determined metal and endotoxin levels in
these samples, which we have reported else-
where (9). We prepared suspensions of PM
(1 mg/mL) immediately before cell exposure
to minimize dissolution of particle compo-
nents. We used particle concentrations in
pg/cm? as a bertter indicator of exposure to
cells thar arcach and spread on the surface of
culture wells, as previously done by our
group (9,16). We took care to control the
volume with which we added particles to
culrures and always maintained an equiva-
lence of 1 pg/em? equals 2 pg/mL.

Cytotoxicity. We measured cytotoxicity
using the crystal violet method (17). To
assess cyrotoxicity, we exposed proliferating
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or confluent cultures of Balb-c, ]774A.1,
A549, or RLF cells to particle concentrations
of 10, 20, 40, 80, and 160 pg/cm? of PM
sample. For the proliferating cultures, we
seeded cells in 96-well plates at a density of
15,000 cells/cm? to determine cytotoxicity
after 24, 48, and 72 hr of exposure. For the
confluent cultures, we seeded cells in 96-well
plates at a density of 180,000 cells/cm? and,
once they were confluent, exposed them to
PM for 24 hr in serum-free culture medium,
We determined cyrotoxicity by measuring
the residual cell number with crystal violet
staining with an ELISA plate reader at 595
nm (Multiscan MS 352; LabSystems,
Helsinki, Finland). We calculated percent-
age viability comparing the absorbance of
exposed cultures with the absorbance of
nonexposed cultures.

Apoptosis assays. We measured apoprosis
in A549 and ]774A.1 using the TUNEL
assay (/18) and in HUVEC using fluores-
ceinated annexin V for phospharydil serine
detection (79), and performed the analysis
by flow cytometry (Scan Flow; Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA). We plated
cells on 6-well dishes at a density of 15,000
cells/cm? in 1% fetal bovine serum
(FBS)-Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) and antibiotics. After 24 hr, we
changed the medium for complete medium
(10% FBS-DMEM + anrtibiorics) and added
particles from the three regions ar 160
pg/em?. We harvested cells after 24 hr and
performed TUNEL or annexin V assays
following the manufacturer’s instructions.
We assessed 10,000 cells by How cytomertry
and determined the percentage of marked
cells, which we considered apoprotic cells.

Comet assay for DNA breakage. We
determined the abilicy of PM g to cause DNA
breakage by agarose gel cellular electrophore-
sis following a method previously described
(20). We plated cells 20,000/well and exposed
to concentrations of 2.5, 5, 10, 20, and 40
pg/em? of PM . After 72 hr of exposure, we
trypsinized cells (0.05%), mixed 10,000 cells
in 1% low-fusion-point agarose, and then
placed the mixture on a slide covered with
previously solidified agarose. We treated the
sample with digestion buffer [10 mM Tris,
100 mM ethylenediamine-tetraacetic acid
(EDTA), 2 M NaCl, 1% Triton X-100, pH
10] for 30 min, then rinsed it in a solution of
100 mM NaCl, 1 mM EDTA and subjected
it to 50-V electrophoresis for 30 min
(Horizon 58; Gibco-BRL, Gaithersburg,
MD, USA). We rinsed the sample in cold
buffer for 5 min and added 10 pL of 1 pg/mL
ethidium bromide. We randomly analyzed 30
cells per slide under fluorescence microscopy
(BX40F; Olympus, Tokyo, Japan) after cap-
turing the image with a video camera (TK-
1280E, JVC). We measured the length of

each comer using an image analysis system
(PC Image color/Windows 3.1; Foster
Findlay, Newcastle, UK).

Cytokine assays. We exposed confluent
cells cultured in 24-well plates to increasing
concentrations of PM;, (10, 20, 40, and 80
pg/cm?) in 1 mL of DMEM. After 24 hr, we
collected cell supernatants, centrifuged them
at 14,000 x g for 15 min, and frozen them at
~70°C. We used nonexposed cells as negative
control and cells exposed ro 10 pg/mL LPS
from Escherichia coli 055:B5 (Sigma) as posi-
tive control. We measured TNFa and IL-6 in
the supernatants of ]774A.1 cells and PGE, in
supernatants from RLF using commercial kits
following the manufacturer’s instructions. We
express these results as a percentage of the
positive controls or in pg/mL.

E-selectin expression. We evaluated E-
selectin expression as previously described
(21). We plated HUVEC on 25 cm? flasks
until they reached confluency and then
exposed them to 40 pg/cm? of PM,,. We
used TNFa (10 ng/mL) as a positive control
and unexposed cells as negative control.
After 6 hr of exposure, we harvested cells
with 10 mM EDTA in phosphate-buffered
saline (PBS). We resuspended cells in 20%
goar feral serum-PBS for 20 min at 4°C,
rinsed them in PBS, and then incubared
them with anti-E-selectin antibody (10
pg/mL) for 1 hr at 4°C, and rinsed and
resuspended them in FITC-murine anti-IgG

20 km

Figure 1. Map of Mexico City. The metropolitan
area is composed of two regions: the Federal
District (black outline) and the Estado de Mexico
(red outline). Air quality monitoring stations cover
the area shown in green. The most polluted areas
for particles and ozone are in the northeast (red)
and the southwest (yellow), respectively. We col-
lected particles for this study in the northern
{industrial), central (business), and southern (resi-
dential) zones; sites of collection are marked with
red squares. Mountains (brown triangles) sur-
round the city, mainly in the south. Adapted from
Gobierno del Distrito Federal (75).
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antibody (10 pg/mL) for 30 min ac 4°C
in the dark. We fixed cells with 4%
paraformaldehyde in PBS and kept them in
the dark at 4°C until analysis by ow cytom-
etry. We measured the presence of E-selectin
in 10,000 cells as Auorescence intensity after
subtracting the Auorescence values obrained
from cells that we incubated in the absence
of the primary antibody.

Statistical analysis. We repeated all
experiments ac least three times and express
results as mean # standard deviation. We
present results from the comer assay as
median, maximum, minimum, 25ch and
75th percentiles, and outlying values, and
express TNFa, IL-6, and PGE, protein lev-
els (pg/mL) as a percentage of the values
obtained from the positive controls.

We evaluated cytotoxicity, DNA break-
age, and cytokine production (TNFa, IL-6,
PGE,) results by two-way analysis of variance
(ANOVA), and apoprosis and E-selectin by
one-way ANOVA. We performed all analyses
with Intercooled Stata for Windows (version
6.0, 1999; Stata Corp., College Station, TX,
USA), and we considered differences signifi-
cant when p < 0.05.

Results

Table 1 presents PM levels present in the
three zones of the study during 1991.
Cytotoxicity. PM produced a concentra-
tion-dependent cytotoxic effect that was
apparent after 72 hr in proliferating cells of
monocytic and fibroblastic origin (Figure 2).
Particles from the northern zone showed a

Table 1. PMyg levels (ug/m?) in three different zones of Mexico City, 1991

Northern zone Central zone Southern zone
Mean + SE 1216+4.08 107.2+3.28 7157+221
Range 3725-229 3296-39.7 182.7-20.0
Lower quartile 796 720 52.0
Upper quartile 158.1 138.0 96.3
See Bonner et al. {9 for transitional metal and end 1 of these

ﬂ == North
= Center

== South

Viability (%)

w ] 80 160
Concentration (ug/cm?)

Viability (%)

2 0 80 160
Concentration (ug/cm2)

Viability (%)

staristically significant larger effect than did
particles from the central and southern zones
(£ < 0.0001). Cell cypes differed in viabilicy.
Monocytic cells were more susceprible,
reaching a 70% loss of viability with 160
pg/cm? of particles from the north and
-50% with particles from central or south
zone (p < 0.0001; Figure 2A). Fibroblastic
cells were less susceprible: 160 pg/cm? of
particles from the north induced 65% loss of
viability and only -20% with particles from
the central or southern zone (p < 0.0001;
Figure 2B). Epithelial cells were the most
resistant to PM, with little or no loss in viabil-
ity over PM concentration ranges (Figure 2C).

Particles were not cytotoxic in confluent,
quiescent cultures of any of the cell types tha
we exposed to 20-160 pg/cm? of the PM,.
Resistance to cytotoxic effects occurred
regardless of the zone of origin of the particles
(dara not shown).

Apoptosis. Particles induced low ratios of
cell death by apoprosis. In J774A.1 cells, par-
ticles from the three zones induced similar
apoprosis levels, which were -15% (Figure
3A). In A549 cells, the apoptosis indexes

w |

2 0 ] 160
Concentration (ug/cm?)

Figure 2. Viability of proliferating cells after 72 hr exposure to PM,; from three Mexico City zones. (A) J774A.1 cells were the most susceptible and showed dose-
related effects. Particles from the northern zone showed the greatest effect (p < 0.0001). (B) Balb-c cells also responded in a dose-related manner, with particles
from the northern zone being the most cytotoxic (p < 0.0001). (C) A549 cells were not affected by any particle concentration. Viability was determined by the crys-

tal violet colorimetric method. Values are mean + SD.

*Statistically significant differences.
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Figure 3. Percentages of apoptosis induced in cell cultures exposed to 160 pg/cm? of PM,g from three different Mexico City zones. (4) J774A.1 cells responded
equally to particles from the three regions. (B8) A549 cells responded in a gradient pattern from north to south (p = 0.004). (C) HUVEC were affected only by parti-
cles from the north (p = 0.0015). We used TUNEL and annexin V assays for these experiments, as described in “Materials and Methods.” Values are mean + SD.

*Statistically significant differences.
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were 4% for the south, 11% for the center,
and 15% for the north (p = 0.004; Figure
3B). HUVEC showed increased apoptosis
only when exposed to particles from the
north (6 £ 1.5%; p = 0.0015; Figure 3C).

DNA breakage (comets). All PM;, from
Mexico City were able to induce DNA
breakage measured as an increase in the elec-
trophoreric mobility of nuclear marterial
(comet) of exposed cells. We observed
dose-response effects with concentrations
berween 2.5 and 10 pg/em? (p < 0.0001;
Figure 4). Northern and central zone parri-
cles produced longer comets, compared with
those of the southern zone (p < 0.0001).
More than 50% of the comets had a length
above the 75th percentile from control cells,
with 2.5 pg/em?® PM,; from the northern or
the central zone. On the other hand, parri-
cles from the southern zone required 10
pg/cm? to induce a similar effect. At concen-
trations of 20 and 40 pg/em?, comer length
did nor increase beyond that obrained with
10 pgfcm2 (results not shown).

Presence of TNFa and IL-G in super-
natants of J774A.1 cells. Particles induced
TNFa and IL-6 secretion in this monocytic
cell line in a dose-dependent manner, and
maximal production was attained with 80
pg/em? (p < 0.0001). TNFa production had
a trend suggesting that particles from the cen-
tral zone were more powerful than were parti-
cles from northern and southern zones, but
we found no staristical significance (Figure
5A). IL-6 secretion also showed the same
trend, but in this case differences were statisti-
cally significant (p < 0.0001; Figure 5B).
Maximal TNFa and [L-6 average secretion
observed with particles from the center was
37.7 + 8.4% and 7.1 = 0.3%, respectively.
We express these results as percentages of lev-
els induced by the positive control of each
experiment. Negative control unexposed cells
secreted 129 £ 116 pg/mL (0.85 £ 0.81%) of
TNFa, whereas cells simulated wich LPS (10
pg/mL) reached levels of 17,817 + 4,876
pg/mL (100%). We did not detect IL-6 in
the supernatant of nonexposed cells, whereas
cells stimulated with 10 pg/mL LPS secreted
2,356 + 64 pg/mL (1009%) IL-6.

PGE; production by RLF. PM;, induced
PGE, secretion in RLFs in a dose-related
manner (p < 0.0001; Figure 6). Particles from
the central zone always induced the most
PGE; secretion (p = 0.0021). We obrained
maximal secretion at 40 pg/cm? with particles
from the three zones, reaching 69 + 6%, 163
+ 28%, and 91 + 2% for the northern, cen-
tral, and southern zones, respectively. We
express results as percentages of levels induced
by the positive control of each experiment.
Cultures unexposed to parricles secreted 60 +
1 pg/mL (5%), and those exposed ro 10
pg/mL LPS, 1,273 + 13 pg/mL (100%).
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Expression of E-selectin in HUVEC.
Endothelial cells had a 25% increase in
E-selectin expression after exposure to 40
pg/cm? of PM,, from the three zones of
Mexico Ciry (Figure 7).

production of TNFa, IL-6, and PGE; in a
differential pattern related to the site in the
city where we collected particles (Table 2).
PM induced these effects in different cell
types in a dose-related manner, providing
biologic plausibility to epidemiologic studies.

Cell death and apoptosis have been used
as markers of cell injury induced by urban
particles (22-24) and most recently have
been proposed as mediactors in asthma

Discussion

In this article we present data indicating that
PM, from Mexico City is able to induce in
vitro cell death, DNA damage, and the

20 L]
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Comet length (um)
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Figure 4. Distribution of comet length in Balb-c cells exposed to PM,q from three Mexico City zones. All
samples induced in a dose-related response (p < 0.0001). Particles from the northern and central zones
induced longer comets than did particles from the south when we used 2.5 or 5 pg/cm? (p < 0.0001).
Values are the median, 25th and 75th percentiles, and maximum and minimum values. The ovals represent
outlying values. Values presented under the boxes from the center represent the concentrations (pg/cm?)
used in these experiments and apply to all three regions.

*Statistically significant differences.
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Figure 5. Particles from three different Mexico City zones induced the secretion of TNFa (A) and IL-6 (B)
in a dose-related manner in J774A.1 cell cultures exposed to 20, 40, and 80 pg/cm? PMy,. Particles from
the central zone had a tendency to be more potent, which was statistically significant for IL-6 (p < 0.0001).
Results are expressed as a percentage of the values obtained from cells stimulated with 10 pg/mL LPS.
*Statistically significant differences.
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exacerbation induced by PM (25). In this
study, we observed cell death only in prolifer-
ating cells, indicating the existence of vulner-
able points during the cell cycle. Similar
results have been reported for cells exposed to
asbestos, bur the significance of this phenom-
enon remains unknown (16). Some of the
cell lines studied are more susceprible than
others. Epithelial cells are the most resistant
to particle-induced cell death. In the case of
susceptible (monocytic and fibroblastic) cells,
particles from the northern zone of Mexico
Cirty had a greater cytoroxic effect. A previous
study indicated that particles from two difter-
ent U.S. cities induced cell death (22,24) and
apoptosis (24) in human alveolar macro-
phages at similar levels. However, the sources
and type of pollution in them were very simi-
lar and did not show the contrasts described
for Mexico City particles. Sublethal doses of
particles from Mexico City produced DNA
damage in Balb-c cells (a common cell type
used for DNA damage assays) (26). The par-
ticipation of apoptosis in the cell death
process was relatively small, suggesting that
DNA damage could be repaired. Cell death,
apoptosis, and DNA damage were more
apparent for particles from the northern and
central zones. This kind of effect needs fur-
ther study as a possible mediator of cancer
related to air pollution.

Inflammatory mediators, including
cytokines (e.g., TNFa and IL-6) and
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Figure 6. Production of PGE; by RLFs stimulated
with PM,q from three regions of Mexico City
occurred in a dose-related manner (p < 0.0001).
Particles from the central zone induced higher
PGE; levels at all concentrations (p = 0.0021).
Results are expressed as a percentage of the
values obtained from cells stimulated with
10 pg/mL LPS.

*Statistically significant differences.

prostaglandins (e.g., PGE;), play major roles
in pulmonary inflammation related to parti-
cle pollution (23,27,28). PM,, from Mexico
City was able to induce the production of
inflammatory mediators in various cell types.
We evaluated this in cell cultures using parti-
cle concentrations that did not affect cell via-
bility. Cells of monocytic origin produced
increased levels TNFa and IL-6 after parti-
cle stimularion. Parricles from the central
zone of Mexico City were the most potent in
causing cytokine secretion. We also observed
a similar pactern for PGE, production by
fibroblasts. In endothelial cells exposed to
PM g, we observed an increase in the pres-
ence of E-selectin, a molecule that plays an
important role in recruiting circulating
leukocytes during inflammation (29). In this
case, we found no differential effects by
zones. Collectively, these data suggest that
TNFa, IL-6, and PGE, could be important
in mediating the inflammacory effects of
Mexico City PM in relation to the zone
where we collected the particles. Other
authors have also shown that particles from
different cities induce the secretion in vitre
of proinflammarory molecules but made no
attempt to discuss differences found among
cities (22).

Interestingly, studies showing in vitre
cellular effects induced by PM collected in
different cities of the world found such
effects with concentrations within the range

30

Fluorescence increase (%)

PM,q (40 pig/cm?)

Figure 7. Expression of E-selectin by endothelial
cells was stimulated around 25% when incubated
6 hr with 40 pg/cm? PM,,. We observed no differ-
ence among regions.

Table 2. Semiquantitative comparative appreciation of cellular effects induced by PM,q from Mexico City.

Cytotoxic effects Proinflammatory effects
Zone Toxicity Apoptosis DNA damage TNFa IL-6 PGE, E-selectin
Northern e ++ i +H + + ++
Central ++ ++ bt Rad -t Laad ++
Southern ++ + I + + = ++

The number of + symbols indicates the magnitude of the observed effects.
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we used in this study, despite the fact that
we collected particles and handled them in
different ways. Unfortunately, we have no
instrument that allows collecting particles in
large amounts without the introduction of
artifacts such as loss of volatiles (9 or soluble
components (24,30), trapping of particles in
the matrix of the collection substrate (9, pre-
sent results), the introduction of solvents to
dislodge particles from the collecting sub-
strate (/4,23), introduction of contaminants
from the collecting substrate (31), or differ-
ences in the particle aerodynamic diameter
range used (9,23,24,28). Therefore, compar-
isons berween studies are difficult, and these
limitations cannot be overcome until a stan-
dard method for collection exists, which
should be kept in mind.

Differences in the metal and endotoxin
contents previously reported for these parti-
cles from three Mexico City zones (9) may
account for the variations in effects evaluated
in this work. Mertal content showed a
decreasing north-to-south gradient, whereas
endotoxin showed similar concentrations in
the three zones. The relative importance of
metals and endotoxin in mediating the roxic
effects of these particles is currently unknown
(9,10,23,28). In the present case, metal con-
tent may be related to the toxic effects pro-
duced by particles from the northern zone,
but less directly to the proinflammatory
effect observed with central zone particles.
Particles from the northern zone showed a
trend to induce cell death and DNA damage
in proliferating cells, whereas those from the
central zone induced proinflammarory
responses. The fact that this proinflammarory
effect became more noticeable when we used
particles with less metal content suggests that
endotoxin effects might then be seen, given
that a previous study showed that biologic
effects induced by these particles may be
results of synergisms between merals and
endoroxin (9). The role of endotoxin present
in these samples is currently under study in
our laboratory. However, our knowledge
about the particle composition is still limited,
and we cannot eliminate the role of other
componf:ms.

At the present time, the roxicity of air
pollution particles has been largely linked to
aerodynamic diameter and their capability to
reach the lower respiratory tract, providing a
large surface area to interact with the target
cells. However, our results provide new
insight to the hypothesis that particle com-
position can also play a role. Recent epi-
demiologic evidence points in thar direction
and indicates that among PM; s compo-
nents, elemental carbon, organic carbon, and
potassium from burning vegeration had a
positive association with cardiovascular mor-
tality in the elderly (32).
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The clear epidemiologic evidence indi-
cating an association berween particle air
pollution, acute adverse health effects, and
increased mortality has led to hypotheses of
pulmonary inflammation (7), increased
blood viscosity (27), and alterations on heart
rate variability (33) as possible mechanisms
through which air pollutants could trigger
adverse cardiopulmonary outcomes. We
have experimental evidence to support cach
of these hypotheses (23,28,34). vet we are
far from understanding the pathogenic
mechanisms involved. The use of various cell
types and end points could prove helpful in
the future to explore pathogenic mechanisms
for a wide range of diseases linked to particu-
late pollution, such as asthma, cardiovascular
disease, and cancer.

Besides particle composition, we need to
study particle size distribution in PM
samples because particle effects could also be
related to PM surface area, as suggested by
Schwartz et el. (35). Studies done by others
in Mexico City have shown that the
PM o/PM; 5 ratios do not vary extensively
among samples obtained in different regions
of the city (36,37), giving support to the role
of particle composition in the results pre-
sented in this study. Establishing more accu-
rate relationships requires determining
particle composition in different size frac-
tions and understanding potential interactive
effects among the different particle compo-
nents. Studies in chis matter are underway.

In conclusion, our results support the
hypothesis that particle composition may
account for the differences in the inflamma-
tory and toxic responses induced by air pol-
lution particles from three different zones of
Mexico City. Particles from the northern
zone of Mexico City that conrained rela-
tively high levels of transition metals were
the most toxic in assays of cell death and
DNA damage. However, particles from the
central zone of the city were the most effec-
tive in causing the release of inflammarory
mediators in cultured cells. Furure research
should identify the component or compo-
nents that mediate, alone or in combinarion,
the cytotoxic and proinflammatory potential
of Mexico City air pollution particulates.
The use of biologic response patterns, such
as the ones presented here (Table 2), could
prove useful indicators of biologic effects
induced by complex pollutant particulate
mixtures, instead of using single end points.
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RESUMEN

Durante el proceso del desarrollo embrionario de un organismo
o durante los procesos encaminados a mantener la homeostasis
de éste, es necesario eliminar células no deseadas. Este proceso
se denomina muerte celular programada o apoptosis. La apopto-
sis es un proceso en el que aparecen multiples eventos en dife-
rentes momentos. Esto puede ser activado por diferentes estimu-
los, tales como el dano al DNA, citocinas, pérdida de la matriz
extracelular, ete. La deteccién de apoptosis ha adquirido gran
importancia en el drea del cancer, ya que puede ser Gtil para co-
nocer el mecanismo de accion de farmacos, mecanismos asocia-
dos a la naturaleza de la enfermedad, efectividad de tratamien-
tos, ete. Debido a que la apoptosis es un proceso dindmico, la
aparicion de los eventos relacionados y su deteccion van a depen-
der de multiples factores. Dentro de los procesos cominmente
utilizados para detectar apoptosis esta la deteccién de degrada-
cion de DNA, cambios en la simetria de la membrana celular y
activacion de proteinas especificas.

El propésito de este articulo es describir las principales técnicas
utilizadas para la deteccion de apoptosis, asi como sus limitacio-
nes. Los criterios descritos en el presente trabajo pretenden ayu-
dar a elegir el método més conveniente para determinar la apop-
tosis.

Palabras clave: Apoptosis, métodos.

INTRODUCCION

La muerte celular es un fenémeno que puede ser re-
sultado de mecanismos como la necrosis y la apopto-
sis. La necrosis es el proceso de muerte que se da
cuando una célula presenta un dano severo y pierde,
entre otras cosas, la integridad de su membrana que
la lleva a muerte por lisis. En estas circunstancias se
libera el contenido celular, lo que in vivo favorece la
aparicion de procesos inflamatorios. Por otra parte, la
muerte celular por apoptosis es una muerte fisiologica,
que se puede presentar, ya sea porque el organismo re-

* Subdireccion de Investigacion Basica, Instituto Nacional de
Cancerologia.
** Departamento de Genética y Toxicologia Ambiental. Instituto
de Investigaciones Biomédicas.

ABSTRACT

Some cells have to be eliminated in an organism to keep the ho-
meostasis, tissue remodelling or embrionary development. This
process is known as programmed cell death or apoplosis. Apopto-
sis is a dynamic process in which a cascade of events appear at
different times. Apoptosis can be induced by various stimull,
such as DNA damage, cytokines, loss of extracellular matrix, etc.
Apoptosis detection has become very important in cancer, since it
is helpful to understand carcinogenesis, mechanisms of chemo-
therapy drugs, evaluation of treatment response, etc. Important-
lv, apoplosis detection depends on the moment the cells or tissues
are studied. The most common events used to detect apoptosis in-
clude the identification of DNA degradation by gel electrophore-
sts, changes on the cytoplasmic membrane and activation of spe-
cific proteins.

The aim of this article is to describe the main techniques used for
detection of apoptosis, and their limitations. The criteria described
in this paper pretend to help to choose the most convenient method
for apoptosis detection.

Key words: Apopiosis, techniques.

quiere para su desarrollo de la muerte en particular de
esa célula, o bien porque la célula sufrié un dano irre-
parable y la célula muere en beneficio del organismo.
En este caso, la célula muere por la activacion de una
serie de mecanismos que provocan que la célula no
pierda la integridad de su membrana, y sélo va a pre-
sentar pérdida de dicha integridad hacia el final del
proceso.! Esto no se observa in vivo ya que las células
apoptéticas son eliminadas por fagocitosis antes de per-
der la integridad de la membrana.? Debido a que la
apoptosis requiere de la activacién de genes para que se
lleve a cabo este tipo de muerte celular, también ha re-
cibido el nombre de muerte celular programada.®

La apoptosis fue descrita por primera vez durante
los afios 70 y se basé en las caracteristicas morfologi-
cas que presentan las células tales como la organiza-
cién de la membrana citoplasmatica y condensacién
de la cromatina, entre otras. Es durante los anos 80
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Cuadro 1. Numero de publicaciones relacionadas con la apoptosis, se-
gin el Medline hasta enero del 2000.

Década # publicaciones
1970s 34

1980s 220
1990s 29,188

que se describe la participacién de la apoptosis en
procesos patolégicos y fisiologicos. Durante los afnos
90 se vuelve uno de los principales t6picos de estudio
dentro de la biologia (Cuadro I).

En la actualidad se ha demostrado que las altera-
ciones en la apoptosis son un mecanismo fundamen-
tal para el desarrollo del cancer, participando desde
las etapas iniciales de la carcinogénesis —transicién
de lesiones preneoplasicas a invasoras—, en el fené-
meno metastdsico y por supuesto, en la respuesta a
los tratamientos antineoplasicos, llamese radiotera-
pia o quimioterapia.

El papel de la apoptosis en las etapas iniciales de
la carcinogénesis no est4 perfectamente claro. En al-
gunas lesiones preinvasoras como las hiperplasias
atipicas y carcinoma in situ de la glandula mamaria,
lesiones premalignas de estémago y cavidad oral*® se
ha observado un incremento de la apoptosis lo cual
parece contradecir el pensamiento simplista de que
la transicién a una lesién invasora necesariamente
debe acompanarse de menor apoptosis. Se conoce
que el fenémeno de transformacién o malignizacién
es un proceso ineficiente en el sentido de que para
que ocurra se necesita alteraciones en genes que al
mismo tiempo que aumenten la proliferacién inhi-
ban la apoptosis, de otra manera, como se ha obser-
vado experimentalmente, el solo aumento de la proli-
feracién puede acompanarse de mayor apoptosis.” El
incremento de apoptosis en las lesiones preinvasoras
por lo tanto, puede interpretarse como un mecanis-
mo de defensa del organismo para eliminar las célu-
las con dafno genético de un grado menor al requeri-
do para tornarse malignas. Otra explicacién seria
que el grado de apoptosis de las lesiones preneoplasi-
cas fuera especifica de tejido. Por ejemplo, en lesio-
nes premalignas de colon® se observa mayor expre-
si6n del gen antiapoptético bel-2 y menos apoptosis.
Esta variabilidad en la deteccién de apoptosis indica
que nuestro conocimiento del papel de la apoptosis
en la carcinogénesis es ain incompleto, y que en par-
te, la variabilidad puede ser debida a las técnicas uti-
lizadas para su deteccion en los diferentes estudios.

El papel de la apoptosis en el fenémeno metastdsi-
co parece ser un poco mas evidente. Como se mencio-

né previamente, la pérdida del contacto con la ma-
trix extracelular y la deprivacién de factores de creci-
miento son dos estimulos apoptéticos potentes. Es-
tos estimulos protegen al organismo del crecimiento
celular mas alla de los limites impuestos. Actual-
mente se conoce que si bien el encontrar células ma-
lignas circulantes es un fenémeno muy comiin, no
todas estas células tienen la capacidad de establecer-
se y crecer en otros 6rganos o tejidos distantes.?
Para lograrlo necesitan adquirir alteraciones genéti-
cas adicionales que supriman la apoptosis. Esto esta
demostrado en varios sistemas en donde la transfec-
cion de genes antiapoptéticos como bel-2!° o dismi-
nucién de la expresién de genes preapoptéticos como
bak,!! permiten a las células malignas poder sobrevi-
vir en suspensién y adquirir la capacidad de formar
metastasis.

Tradicionalmente se habia considerado que la
quimioterapia citotéxica y la radioterapia actuaban
por producir dano al DNA con la subsecuente falla
mitética y muerte celular. Sin embargo, ahora se
sabe que las drogas citotéxicas y la radiacién utili-
zan los mecanismos endégenos de apoptosis para
inducir su efecto antitumoral.!? De hecho, la mayo-
ria de los experimentos realizados para identificar
los eventos bioquimicos implicados en la apoptosis
se han hecho utilizando drogas quimioterapicas.
Las evidencias sugieren que en las etapas méas tem-
pranas del cancer, a pesar de que ya existen altera-
ciones en la apoptosis, las células son mas sensibles
a los estimulos apoptdticos que en las lesiones més
avanzadas.!® Esto correlaciona con lo observado en
la clinica en cuanto a que los pacientes con menor
carga tumoral muestran mejor respuesta a la qui-
mio o radioterapia.

Debido a que la apoptosis es un proceso dinamico,
se presentaradn diferentes caracteristicas dependiendo
del momento en el que se encuentre la célula. Esto
permite disponer de diferentes “marcadores” de la
apoptosis. Cabe considerar que no todos los marcado-
res estan presentes en todas las células, ni todos los
marcadores de apoptosis son exclusivos de este proce-
so. Por esto es importante considerar algunos aspec-
tos de la apoptosis que ocurren tanto in vivo, como in
vitro, tales como el momento en el que aparece un
evento determinado, la duracion de los procesos rela-
cionados, asi como el proceso de eliminacién de la cé-
lula apoptética por fagocitosis. Otro factor importante
es que a pesar de que se induzca apoptosis en células
que se encuentran en la misma fase del ciclo celular,
el proceso de muerte no es sincrénico, por lo que la
basqueda de un marcador tanto in vive como in vitro
es representativo de un momento especifico.
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Una de las caracteristicas que tiene la muerte por
apoptosis en un organismo, es que las células son fa-
gocitadas para evitar la presencia de necrosis secun-
daria,? por lo que muchas veces se vuelve dificil de-
tectar su presencia de apoptosis in vivo, a menos que
se busquen eventos que ocurren al inicio del proceso
de muerte celular, los cuales podrian ser considera-
dos como marcadores tempranos.

METODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCION
DE APOPTOSIS

Debido a que la definicién de apoptosis fue creada
con base en parametros morfol6gicos consideramos
que es el primer parametro a ser revisado.

1) Cambios morfolégicos presentes en la muer-
te celular por apoptosis.

Una de las primeras manifestaciones morfolé-
gicas de la presencia de muerte celular por
apoptosis es la pérdida de la unién celular, asi
como cambios en la presencia de estructuras
especializadas, como lo son las microvellosi-
dades. Al mismo tiempo se observan cambios
en la organizacién de la membrana citoplas-
matica y la aparicién de condensacién de la
cromatina. Conforme el proceso avanza se
puede observar la aparicion de fragmentacion
nuclear. También se presentan cambios en el
reticulo endoplésmico, en donde se observan
fusiones con la membrana citoplasmética.?
Para determinar estos cambios en la célula
apoptotica se pueden utilizar tanto la micros-
copia de luz (campo claro, fluorescencia), como
la microscopia electronica. Por medio de la mi-
croscopia de luz se pueden apreciar cambios en
la organizacién celular, tales como la conden-
sacion de la cromatina o la aparicién de cuer-
pos apoptoticos, que son fragmentos celulares
que se desprenden durante el proceso de muer-
te. Para apreciar alteraciones celulares como
cambios en microvellosidades, asi como altera-
ciones mitocondriales o del reticulo endoplas-
mico es necesario recurrir a la microscopia
electrénica.

Se debe de tener cuidado con la busqueda de
los cambios morfologicos, ya que in vivo mu-
chas veces no es posible detectar algunas de
estas alteraciones, ya que las células son eli-
minadas por fagocitosis, por lo que no siem-
pre va a ser posible detectarlas.
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2) Deteccion de degradaciéon del DNA.

Uno de los procesos que se asocian general-
mente con la apoptosis es la degradacion de
DNA de forma especifica entre nucleosomas.
Es sabido que durante el proceso de muerte
celular por apoptosis se presenta la sintesis de
endonucleasas que cortan el DNA a nivel in-
ternucleosomal, liberando nucleosomas los
cuales se sabe que contienen alrededor de 200
pares de bases. Al realizar un corrimiento
electroforético de extractos de DNA de células
apoptéticas es posible observar la aparicién de
un patron caracteristico de DNA en escalera,
mejor conocido como ladder de DNA, el cual
contiene fragmentos discretos, multiplos del
tamano de un nucleosoma que recuerdan la
imagen de los peldafios de una escalera.!

Existen diversos métodos para detectar la degra-
dacién del DNA asociada a la apoptosis. El método
mas comunmente utilizado es la extraccion de DNA
con fenol/cloroformo y su precipitacién con etanol.!*
Este método presenta el inconveniente de que los
fragmentos pequenos pueden perderse durante las
extracciones, por esto se han desarrollado métodos
en los que se eliminan los pasos de extraccién y en
los que lisados celulares son digeridos con RNAsas y
proteinasa K para después realizar el corrimiento
electroforético.'® Este método se realiza en mucho
menor tiempo, y elimina el problema de las extrac-
ciones organicas. Otro método propuesto para no
perder los fragmentos pequenos, e incluso enrique-
cer su contenido es el descrito por Daniel y colabora-
dores,!% en el que utilizan acarreadores minerales a
los que se adsorben los fragmentos de DNA. Estos
acarreadores permiten separar el DNA de la muestra
y posteriormente se recupera al DNA del acarreador
en volumenes pequenos, por lo que las concentracio-
nes de DNA obtenidas son adecuadas para realizar
analisis electroforéticos.

Durante algun tiempo se considero la aparicion de
esta degradacién de DNA como el marcador principal
de la apoptosis, pero con el tiempo se ha demostrado
que no todas las células que mueren por apoptosis van
a presentar este tipo de degradacién del DNA. Hoy en
dia se sigue utilizando este tipo de anélisis para deter-
minar la apoptosis, aunque algunas consideraciones
deben ser tomadas en cuenta para su analisis:

a) La aparicién del patrén en escalera de DNA es
un proceso tardio por lo que no siempre se pue-
de detectar in vivo.
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b) Algunas estirpes celulares no presentan este tipo
de degradacion de DNA y en particular es dificil
de encontrar en células epiteliales y murinas.

c¢) Debido a que se trabaja con extractos de DNA
es posible perder los fragmentos pequenos, por
lo que hay que extremar precauciones en el ma-
nejo de las muestras.

Otro método que se ha utilizado para medir la de-
gradacién internucleosomal es la deteccién de las
proteinas presentes en los nucleosomas (histonas),
en placas de 96 pozos mediante un anticuerpo aco-
plado con un enzima que genera una reaccién colori-
da, conocido como ensayo de ELISA.17 Desafortuna-
damente en este método se cuantifica la presencia de
nucleosomas en el sobrenadante de cultivos celula-
res, por lo que puede existir la incertidumbre del ori-
gen de dichos nucleosomas, ya que una célula necré-
tica también puede liberar DNA y nucleosomas al
medio al presentarse la lisis celular.

Por otra parte, el proceso de degradacion de DNA
no necesariamente va a presentar el patrén de degra-
dacion a nivel internucleosomal, pero es posible detec-
tar degradaciones més tempranas por medio del méto-
do de electroforesis de pulso-campo. Por medio de este
método es posible detectar fragmentos grandes de
DNA gue pueden llegar hasta 10 megapares de ba-
ses.'® Se sabe que la fragmentacién de DNA en la
apoptosis a nivel internucleosomal, va precedida por
la aparicion de fragmentos grandes de DNA que pue-
den ir de los 50 a los 300 kilopares de bases, por lo que
el método de electroforesis de pulso-campo permite
determinar la presencia de esta fragmentacién.!?

3) Deteccion de degradacién de DNA en células
individuales por medio de marcaje del DNA.

Debido a que la degradacion del DNA es una
de las caracteristicas mas importantes de la
apoptosis, se han desarrollado diferentes mé-
todos que permiten analizar individualmente
cada célula, en busca de esta degradacion.
Uno de los métodos mas utilizados es el de
marcaje de DNA de hebra sencilla por medio
de una transferasa terminal®® que adiciona
nucle6tidos marcados al DNA en extremos 3’
libres. Dichos nucleétidos pueden estar mar-
cados con fluorescencia, o bien se pueden de-
tectar por métodos de inmunohistoquimica.
Este método se conoce como método de TU-
NEL (transferase-mediated dUTP nick end-
labeling) y se puede utilizar tanto para la de-
teccién por medio de citometria de flujo,
como por microscopia. Esta técnica permite

determinar la presencia de fragmentacién de
DNA en células individuales, por lo que es
posible conocer la proporcién de células que
estan muriendo por apoptosis en un determi-
nado momento. Por otra parte, durante la ne-
crosis también se presenta degradaciéon de
DNA aunque ésta no presenta el patrén de de-
gradacion internucleosomal presente en la
apoptosxs pero esto no es posible de distin-
guir por este método,?! por lo que se sugiere
que se complemente con otra técnica, como
puede ser la evaluacién morfologica.

Otra técnica ampliamente utilizada es la deter-
minacién del ciclo celular por citometria de flu-
jo. Este ensayo se basa en la deteccién del conte-
nido de DNA en la célula. Al haber degradacion
del DNA se van a encontrar células que presen-
tan un menor contenido de DNA, lo cual apare-
ce en el histograma de la citometria por abajo de
la region en la que se encuentran las células an-
tes de la replicacion del DNA (G0-G1), por lo
que podrian estar en apoptosis.??

Otro método que ha sido desarrollado para la
deteccién individual de células apoptéticas es
el de la deteccién de cadenas sencillas de
DNA por métodos de inmunochistoquimica, el
cual parece tener una sensibilidad similar al
ensayo de TUNEL.%

4) Deteccién de la activacion de caspasas.

La determinacién de la activacién de las mo-
léculas que disparan el proceso de apoptosis
ha adquirido gran importancia en la detec-
cién de apoptosis. Tal es el caso de las caspa-
sas, que son una serie de cistein-proteasas que
se encuentran en forma de zimégeno en todas
las células.?* La activacién de la caspasa 3 se
utiliza como marcador temprano de la apopto-
sis.?® Este tipo de marcadores es de gran im-
portancia, ya que la deteccién de apoptosis in
vivo por métodos que detectan la degrada-
cion de DNA, no siempre es exitosa, ya que
estas células pueden ser removidas antes de
que dicha degradacion se presente. La deter-
minacién de la activacion de la caspasa-3
presenta la gran ventaja de que es un evento
que tiene una alta correlacién con la induc-
cién de apoptosis, por lo que no existe la in-
certidumbre presente en otros marcadores
en los que su presencia o ausencia no son de-
terminantes en el proceso de muerte celular
programada.
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Cuadro 2. Métodos para la deteccion de apoptosis.
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Método

Deteccién

Nivel Momento
Morfologia celular (1) Cambios en la morfologia celular Célula individual Temprano y tardio.
Electroforesis de DNA (2) Degradacion internucleosomal Poblacion celular Tardio
Electroforesis de DNA de Fragmentos de 50 y/o 300 Kpb Poblacién celular Temprano
pulso-campo (2)
ELISA para nucleosomas (3) Degradacion internucleosomas Poblacién celular Tardio

TUNEL (1y4)
Deteccion de ploidia (4)

Marcaije terminal de DNA
Contenido celular de DNA

Célula individual
Célula individual

Temprano y tardio
Tardio

Deteccion de DNA de cadena Deteccion de degradacion de DNA

Célula individual

sencilla (4)

Deteccion de la exposicion

de fosfatidil serina (1 y 4)

Cambios en la simetria de la membrana

Temprano y tardio

Célula individual Temprano

1} Microscopia éptica o electrénica

2) Electroforesis

3) Ensayo inmunoenzimatico o ELISA
4) Citometria de flujo

5) Evaluacion de la simetria de la membrana ce-

lular.

Otro evento temprano presente en la apopto-
sis es la pérdida de la simetria de la membra-
na citoplasmatica. Es bien sabido que la apop-
tosis es un proceso de muerte en el que la in-
tegridad de la membrana se mantiene, lo cual
significa que la caracteristica de ser semiper-
meable esta presente, sin embargo se presen-
tan cambios en su simetria. Tal es el caso de
la distribucién de la fosfatidil serina, la cual
es una molécula que se encuentra orientada
hacia el interior de la célula,?® y cuando una
célula entra en el proceso de muerte por apop-
tosis, uno de los eventos tempranos es la ex-
posicién de fosfatidil serina hacia el exterior
de la membrana celular. Debido a este cambio
en la simetria se han desarrollado métodos
que permiten detectar la presencia de fosfati-
dil serina en el exterior de la membrana celu-
lar, al agregar anexina V la cual es una molé-
cula que no es capaz de difundir a través de la
membrana, y que tiene una alta afinidad por
la fosfatidil serina, por lo que aquellas células
que se encuentran marcadas con anexina V,
serén aquellas que se encuentran en apopto-
sis. La deteccién de anexina V se puede acom-
panar de una tincién con yoduro de propidio,
lo cual nos permite saber si la integridad de la
membrana se ha perdido. Esto permite cono-
cer si la célula se encuentra en una etapa tem-
prana de la muerte celular, o si se encuentra

en una etapa tardia en la cual ya se encuentra
presente la necrosis secundaria. Esta técnica
requiere de la utilizacién de células integras,
por lo que su uso se recomienda para estudios
in vitro, aunque también puede ser utilizada
en andlisis de apoptosis en muestras obteni-
das para analisis citoldgicos, o bien para de-
tectar apoptosis en sangre.?’

Como se puede ver, la determinacién de apop-
tosis esta relacionada con diversos parametros,
y es necesario considerar diferentes aspectos
para elegir el método que se va a utilizar (Cua-
dro I1). Por esto es recomendable que se anali-
ce la bibliografia relacionada, ya que se corre el
riesgo de utilizar un marcador inadecuado
para la poblacién que se desea evaluar. Sin em-
bargo, los métodos que resultan mas confiables
para la deteccién de apoptosis son la determi-
nacién de alteraciones morfoldgicas, el ensayo
de TUNEL, asi como la deteccién de cambios
en la simetria de la membrana celular y la acti-
vacion de las caspasas.
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