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RESUMEN 

La exposición a PM10 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 composición de las partículas. En el presente estudio 

se evaluó la muerte celular [citotoxicidad (ensayo de cristal violeta), apoptosis (Tunel o 

ensayo de Anexina V)], daño al DNA (ensayo de cometas) producción de mediadores 

proinflamatorios (TNFa., IL-6) (ELISA) así como la selectina-E (inmunofluorescencia y 

citometría de flujo), en células expuestas a PM10 colectadas en el Norte, Centro y Sur de la 

ciudad de México. Se analizó la correlación entre los efectos evaluados y la concentración de 

algunos componentes presentes en las partículas. Se utilizaron cultivos de células 

monocíticas, mesenquimatosas, epiteliales y endoteliales. Los efectos de muerte celular 

fueron evaluados en todos los tipos celulares. El daño al DNA se evaluó en células 

mesenquimatosas de ratón (Balb c 3T3) . La expresión de TNFa e IL-6 se buscó en células 

monocíticas de ratón (J774A.1), mientras que la expresión de selectina-E se determinó en 

células endoteliales humanas. Se encontró que las PM10 de las tres zonas de la ciudad de 

México fueron capaces de inducir muerte celular. Las partículas del Norte indujeron una 

mayor proporción de muerte celular comparado con las otras dos regiones. Las PM10 del 

Norte y Centro indujeron mayores daños al DNA que las partículas del Sur. Las PM10 

evaluadas indujeron la secreción de TNFa e IL-6 en células monocíticas. El efecto tuvo un 

comportamiento diferencial, siendo las partículas del Centro las más potentes inductoras de 

estos efectos. Las PM10 de las tres zonas fueron capaces de inducir la expresión de 

selectina-E. En este caso no se pudo demostrar un efecto diferencial. La citotoxicidad en 

células J774A.1 presentó una alta correlación con los niveles de metales de transición y 
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endotoxina presente en las partículas. Los efectos de las PM10 de la ciudad de México 

inducen efectos biológicos dependiendo de la zona en la que fueron recolectadas y esto 

puede deberse a diferencias en la mezcla de componentes, así como en la distribución de 

tamaños. Los datos indican que la composición debe de ser considerada en la evaluación de 

los efectos de las aeropartículas. 
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ABSTRACT 

Exposure to PM10 has been related to increases in morbidity and mortality in exposed 

populations. There is little evidence regarding the mechanisms involved and the role of PM10 

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 PM10 exposed cells, 

were evaluated in the present study. The PM10 were collected in three different zones of 

Mexico City (North, Center and South). Correlations of biological effects with sorne 

components of the particles 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 c 3T3). TNFa and IL-6 expression were 

evaluated in mice monocityc cells (J77 4A.1), and the expression of E-selectin was evaluated 

in human endothelial cells. PM10 from the three zones were capable to induce cell death. 

Northern particles induced a stronger effect than the other two regions. PM10 from North and 

South induced stronger DNA damage than Southern particles. TNFa and IL-6 were induced in 

monocityc cells exposed to PM10 and Central particles induced the strongest effect. PM10 

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. PM10 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. 
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

La contaminación atmosférica por aeropartículas es un problema que afecta a las 

principales ciudades del mundo. Este tipo de contaminación se mide principalmente 

evaluando la masa (µg/m3
) y el tamaño aerodinámico de las partículas. Esto se justifica 

debido a que el tamaño determina la capacidad de dichas partículas de penetrar en el tracto 

respiratorio de los individuos expuestos. De esta manera encontramos que las partículas se 

dividen en partículas suspendidas totales (PST) , partículas con diámetros aerodinámicos 

promedio iguales o menores a 10 µm (PM10), a 2.5 µm (PM2.s), o partículas finas y partículas 

ultrafinas (E'Aust et al. 2002) . Dentro de estas partículas, las PM10 y las PM2.s han sido las 

que han recibido una mayor atención en cuanto al estudio de los efectos en la salud de las 

personas expuestas. En el presente trabajo se determinó el efecto biológico in vitro de PM10, 

por lo que nos referiremos principalmente a los efectos de estas partículas. 

La variación diaria gravimétrica de aeropartículas contaminantes atmosféricas en 

zonas urbanas ha sido asociada con incrementos en la morbilidad y mortalidad de la 

población 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 exposición a partículas se puede relacionar con padecimientos crónicos 

tales como el asma y el cáncer 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 partículas se encuentran a niveles por debajo de los 

estándares de calidad aceptados (Borja-Aburto et al. 1997, Borja-Aburto et al. 1998, 
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Castillejos et al. 2000). Las asociaciones epidemiológicas con la mortalidad son más 

significativas cuando las partículas presentan un diámetro aerodinámico menor. Por ejemplo, 

el incremento en el riesgo de muerte en la ciudad de México en relación a la exposición a 

PST es de un 5.8% por cada incremento en 100 µg/m3 de particulas en la atmósfera (Borja­

Aburto et al. 1997) , mientras que las PM10 o PM2.5 se asocian con incrementos de 1.83% o 

1 .48 % en el riesgo a morir por cada incremento de 1 O µg/m3 de las partículas (Borja-Aburto 

et al. 1998, Castillejos et al. 2000) . Efectos similares han sido descritos por estudios 

epidemiológicos en distintas ciudades del mundo a pesar de diferencias importantes en 

factores geográficos, cl imáticos, o antropológicos (Levy et al. 1999). 

Considerando que las PMs representan mezclas complejas, y que algunos de los 

componentes presentes en ellas han sido caracterizados como tóxicos, se puede inferir que 

la composición de las partículas podría jugar un papel importante en la toxicidad relativa de 

partículas inhaladas. Existe hasta el momento poca información que nos permita definir el 

papel que juega la composición de las partículas en la exacerbación y/o desarrollo de 

enfermedades pulmonares tales como asma, bronquitis crónica y cáncer pulmonar, entre 

otras. La evidencia que se ha venido colectando en los últimos años sugiere que diferentes 

componentes presentes en la contaminación atmosférica por PMs podrían jugar un papel 

importante en la promoción y perpetuación de respuestas inflamatorias o carcinogénicas. Por 

ejemplo, se sabe que metales tales como vanadio, níquel, y plomo se pueden encontrar 

presentes en muestras de PM10 (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 cáncer 

(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 tóxicos de cenizas (fly ash) generadas durante la combustión de carbón o 

10 



aceite mineral (Dreher et al. 1997). Por otro lado, los componentes de tipo orgánico y 

biológico podrían jugar un papel central en la inducción de inflamación. Tal es el caso del 

lipopolisacárido (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 exacerbación 

y desarrollo de asma (Rosas et al. 1994, Schwartz 2001 ). Los hidrocarburos presentes en las 

partículas, provenientes de la combustión de desechos de diesel, se han asociado con 

incrementos en la concentración de lgE en individuos retados por vía nasal (Saxon y Díaz­

Sánchez 2000). Se sabe que las lgE son mediadores de la respuesta alérgica pulmonar. 

Debido a lo anteriormente señalado, se puede suponer que tanto los componentes orgánicos 

como los inorgánicos 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 partículas hayan sido 

colectadas. Previamente se ha reportado que algunos metales de transición, así como la 

endotoxina, son componentes importantes de las PM10 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 exposición a 

partículas urbanas, es importante considerar cuales son las posibles vías que sigue una 

partícula luego de depositarse en el tracto respiratorio para desencadenar diferentes efectos. 

Una partícula al depositarse en el tracto respiratorio puede entrar en contacto directo con 

macrófagos o bien con células epiteliales. Si entra en contacto con macrófagos, estos 

pueden fagocitar la partícula para eliminarla, pero la partícula es capaz de activar al 

macrófago induciendo la expresión de factores proinflamatorios, tales como el TNFa, IL-1 ¡3, 

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 más 
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macrófagos, el desencadenamiento de hiperreactividad pulmonar, hasta la activación del 

endotelio vascular y su posible efecto cardiovascular (Donaldson et al. 2000, Saxon y Díaz­

Sánchez 2000, Lambert et al. 1988). El macrófago que fagocita a la partícula también podría 

morir, y si esta muerte es por necrosis se puede favorecer el efecto proinflamatorio (Haslett 

1999). Si la partícula entra en contacto con una célula epitelial puede provocar muerte 

celular, lo que podría inducir cambios en el tejido. Dependiendo del tipo de muerte celular 

que se presente, será la clase de efecto observado. Por ejemplo, si tenemos muerte celular 

por apoptosis, esto podría desencadenar en procesos de remodelación del tejido pulmonar 

(Uhal 2002) , mientras que si tenemos principalmente muerte celular por necrosis, esto 

favorecerá procesos proinflamatorios. Incluso si las partículas son capaces de cruzar el 

epitelio y entrar en contacto con el tejido conjuntivo, es factible que se active la respuesta de 

fibroblastos que podrían desencadenar procesos de remodelación del tejido e incluso 

fibrosis. Otra posibilidad es que las partículas dañen al DNA (Li 1995, Villalobos et al. 1995) 

lo cual aunado a la posible secreción de factores inmunosupresores (Alfara et al. 2003) por 

parte de las células epiteliales genere un ambiente favorable para el desarrollo de cáncer 

pulmonar. Por otra parte, si las partículas son capaces de alcanzar el endotelio vascular 

(Nemmar et al. 2002a, Nemmar et al. 2002b) , es posible que estas induzcan la activación de 

la células endoteliales, lo cual puede provocar el reclutamiento de células inflamatorias por 

medio de la expresión de moléculas de adhesión tales como la selectina-E. También es 

posible que la activación del endotelio vascular provoque un desequilibrio de la expresión del 

factor tisular y la trombomodulina. Esto puede desencadenar en la formación de coágulos 

que provoquen daños vasculares. Otra posibilidad es que las partículas lleguen hasta la 

circulación, lo que puede provocar que dichas partículas alcancen órganos distantes y 

generando efectos en éstos. Ejemplo de ello podría ser que las partículas lleguen al corazón 
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y sean capaces de provocar arritmias, o bien que alcancen un órgano tan distante como el 

hígado provocando la síntesis de proteínas y en consecuencia un aumento en la viscosidad 

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

-~~ 
Efectos Cardiovasculares ' 

Muerte celular 

1~-~ 
Daño y remodelación 

pulmonar 

~ • Activación endotelial 

Dafio al DNA/reparación Factores inmunosupresores 

Cáncer 

Figura 1: Representación teórica de los posibles efectos de las PM10 al ser inhaladas. 
Las partículas al depositarse en el tracto respiratorio pueden provocar daños al entrar en 
contacto con las células epiteliales o macrófagos, ya sea por inducir muerte celular, o daños 
al DNA, así como por activar a las células para que expresen factores proinflamatorios o 
inmunosupresores. Las partículas también podrían llegar hasta el tejido conectivo, entrar en 
contacto con el endotelio vascular o incluso introducirse a la circulación. 

Los efectos anteriormente analizados podrían ser provocados por la interacción de las 

partículas con las diferentes estirpes celulares, pero existe la posibilidad de que 

componentes de las partículas que sean capaces de difundir en los tejidos provoquen estos 

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

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

2) 

- <::::::::;> ~ ~ 
Efectos Cardiovasculares ...... ~ 

Inflamaci'>n ........._ ~ Activación endotelial 

~ <?G¿=:>---
Factores roinflamatorios 

Epitelio 

Muerte celular 

1~ 
Factores inmunosupresores 

Daño y remodelacnn 
pulmonar 

Cáncer 

Figura 2: El daño provocado por las PM10 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 partículas entren en contacto directo con las células 
para tener un efecto. Debido a esto, el modelo de daño inducido por las PM10 podría 
asociarse tanto a la partícula completa como a sus componentes solubles, o incluso a los 
insolubles. 

Debido a la gran diversidad de efectos biológicos asociados con la exposición a 

partículas urbanas, es necesario realizar evaluaciones de efectos biológicos a diferentes 

niveles, con el objeto de establecer posibles mecanismos de acción. En el presente estudio 

se planteó la evaluación in vitro de muerte celular, daño al DNA, efecto proinflamatorio y 
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activación de células endoteliales. La evaluación de estos efectos se realizó con el objetivo 

de identificar eventos finales que pudieran ser relacionados con posibles mecanismos de 

daño inducidos por las partículas urbanas. Debido a esto es necesario revisar brevemente 

los conceptos relacionados con los efectos finales evaluados. 

Muerte celular y PM10 

La muerte celular es un proceso biológico que ha sido ampliamente descrito y que 

tiene una función importante tanto en procesos fisiológicos como patológicos. 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 iónicas de la membrana 

plasmática y generalmente se asocia con isquemia y posiblemente con agentes que 

interfieren con la generación de ATP e incremento en la permeabilidad de la membrana 

plasmática, así como la degradación inespecífica del DNA (Manjo y Joris 1995, Ma et al. 

2001}. La muerte celular por apoptosis se ha definido como un proceso dinámico, en el cual 

participan mecanismos precisos que siguen vías de transducción, activación de proteínas y 

expresión de genes específicos, así como la degradación internucleosomal del DNA (Manjo y 

Joris 1995). En general, se puede decir que la muerte celular por oncosis es un proceso más 

rápido que la muerte por apoptosis. Ambos tipos de muerte celular culminan en lo que se 

conoce como necrosis celular, que son los procesos de degradación 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 util izar 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 más corto que la apoptosis, es 

que se ha adoptado esta terminología. Con el afán de ser consistentes con estos criterios de 

amplio uso, nos referi remos a muerte celular por necrosis y por apoptosis. 

Dentro de los diferentes efectos biológicos descritos para las partículas 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 partícula 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 partículas son capaces de 

provocar alteraciones ya sea a nivel metabólico o físico que provoquen que la célula muera 

(Manjo y Joris 1995). Este tipo de efectos podrían ser la inhibición de enzimas por la 

presencia de metales (Hasinoff et al. 2003, Scheline et al. 2000), o alteraciones en la simetría 

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 podría deberse a 

que las partículas están provocando daño al DNA (Villalobos et al. 1995, García-Cuellar et al. 

2002) , a que se secreta algún 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 (E van y Littlewood 1998). 

El tipo de muerte celular también va a tener importancia desde el punto de vista del 

efecto final que la partícula 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 
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control que evite daños mayores. De este modo, si las partículas son capaces de producir 

alteraciones al DNA o secreción de factores inflamatorios, y provocan muerte por apoptosis, 

el daño generado se encontrará controlado evitando que tanto las alteraciones en el material 

genético se perpetúe o que el proceso inflamatorio se exacerbe. La muerte celular que 

desemboca rápidamente en necrosis es un factor que favorece procesos inflamatorios. 

Los procesos de muerte celular inducidos por partículas contaminantes atmosféricas 

se encuentran descritos parcialmente y en algunos estudios se han reportado efectos 

citotóxicos (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 citotóxico de las partículas, no se especifica si esta citotoxicidad se 

relaciona con muerte por necrosis o por apoptosis. Se sabe que las partículas del tipo de las 

PM10 contienen hidrocarburos, metales de transición, lipopolisacáridos, componentes del 

suelo, pólenes, 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 PM10, podemos estar enfrentando 

efectos sinergísticos o antagónicos. 

En el presente estudio se determinó la capacidad de las PM10 provenientes de tres 

zonas de la ciudad de México para inducir muerte celular en una línea de monocitos de ratón 

(J774A.1) y en una línea de células epiteliales de pulmón 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 

concentración-respuesta. Posteriormente se realizaron evaluaciones de muerte celular por 

apoptosis en el punto en el que se observaron las máximas diferencias en viabilidad por 
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medio del ensayo de TUNEL. Finalmente se hicieron evaluaciones en un curso temporal de 

la proporción de muerte celular por necrosis y apoptosis siguiendo el ensayo de unión de 

anexina-V para determinar la presencia de necrosis y de apoptosis. 

Daño al DNA inducido por PM10 

Existe evidencia epidemiológica de que las partículas contaminantes atmosféricas se 

encuentran asociadas a un incremento en el riesgo de desarrollar cáncer pulmonar (Beeson 

et al. 1998, Pope et al . 2002). Los daños a nivel genético y epi genético han sido propuestos 

como posibles mecanismos de daño por las partículas (li et al. 1996, García-Cuellar et al. 

2002, Gilmour et al. 2002). Existe evidencia experimental que señala que las PMs son 

capaces de provocar cambios conformacionales en plásmidos (Li et al. 1996), degradación 

de DNA desnudo (García-Cuellar et al. 2002), y cambios en la expresión de algunos genes 

como consecuencia de alteraciones epigenéticas (Gilmour et al. 2002). Sin embargo, estas 

alteraciones al DNA pueden desembocar en la activación de la expresión de genes de 

reparación, o la muerte celular. 

Poco se sabe del daño al DNA que producen las partículas en células expuestas y si 

este daño al DNA desemboca en muerte celular. Para analizar este punto, en el presente 

estudio se evaluó la presencia de daño al DNA por medio del ensayo de electroforesis 

celular, conocido como ensayo de cometas (Singh et al. 1988). Para esto se decidió trabajar 

con tiempos de exposición en los cuales hemos observado que las células alcanzan niveles 

de muerte celular relacionadas con la fuente de procedencia de las partículas y utilizamos 

concentraciones de PMs consideradas subletales, (Alfara-Moreno 1999). Se sabe que la 

electroforesis celular realizada en células apoptóticas puede generar "cometas" (Godard et 

al. 1999, Carnet Assay lnterest Group 2003), por lo que es necesario evaluar si este tipo de 

muerte celular está presente en las condiciones en las que se evaluó el efecto genotóxico. 
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Para esto se determinó la proporción de células apoptóticas utilizando el ensayo de TUNEL 

bajo las mismas condiciones de cultivo en las que se detectó el daño al DNA. 

Producción de citocinas y PM10 

Las alteraciones relacionadas con PM10 tales como el asma y efectos cardiopulmonares 

(Levy et al. 1999, Donaldson et al. 2000) podrían 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 principalmente con una 

respuesta primaria encontramos al TNFa que es una molécula capaz de provocar la 

activación de diferentes estirpes celulares relacionadas con los procesos inflamatorios, tales 

como los macrófagos 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 activación independiente de TNFa. 

La producción de TNFa e IL-6 ha sido previamente reportada como una respuesta de 

células monocíticas expuestas a aeropartículas y su relación con el contenido de endotoxina 

en las partículas (Moon y Becker 1999). En el caso de las partículas de la ciudad de México 

se ha descrito que partículas provenientes de diferentes zonas de la ciudad presentan 

diferentes capacidades de inducir la expresión del receptor alfa para el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas en miofibroblastos de rata, así como de la interleucina 1 í), en 

macrófagos de pulmón de rata expuesto in vitro . Se ha observado que la expresión de estas 

moléculas correlaciona con la concentración tanto de metales como de endotoxinas. En este 
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estudio se evaluó si las partículas de diferentes zonas de la ciudad de México son capaces 

de inducir la expresión de TNFa e IL-6 en células monocíticas de ratón. Se buscó una 

asociación entre los niveles de expresión con diferencias en la composición, así como con la 

concentración de endotoxina. 

Activación de células endoteliales expuestas a PM10 

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 

partículas (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 

podrían estar relacionados con activación del endotel io vascular (Hirano et al. 2003), o 

incluso efectos provocados por partículas o componentes de éstas que alcanzaran órganos 

distantes, como puede ser el caso de metales de transición que se han relacionado con 

inducción de arritmias cardiacas (Campen et al. 2001, Campen et al. 2002). Existen estudios 

experimentales que han probado que las partículas inhaladas son capaces de alcanzar la 

circulación , por lo que la activación del endotelio vascular podría deberse a una interacción 

directa de las partículas con la célula endotelial (Nemmar et al. 2002ª). La activación del 

endotelio vascular se puede manifestar de diferentes formas. Una de ellas sería si las células 

endoteliales expresan moléculas de adhesión que favorezcan el reclutamiento de leucocitos 

(Mathieu y El-Battari 2003) lo cual tiene repercusión en la hemodinámica. Otra posibilidad es 

que la célula endotelial al ser activada modifique la expresión de moléculas que participan del 

control de la coagulación (Combes et al . 1999) , o incluso en la expresión de moléculas que 

tienen función de moduladoras de los procesos proinflamatorios, como el polipéptido de 

activación endotel ial-monocítico (EMAP-1 1) (Tas y Murray 1996). 
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Debido a la posibilidad que tienen tanto componentes solubles como las partículas 

completas para interactuar con las células endoteliales, en el presente estudio se evaluó el 

efecto de las PM10 completas, de extractos hidrosolubles, de la fracción insoluble (Dreher et 

al. 1997) y de PM10 pretratadas con polimixina-B para inhibir el efecto de las endotoxinas 

presentes en las PM10 (Ning et al. 2000, Jiménez et al. 2000, Becker et al. 2002). Como 

modelo de estudio se utilizaron células endoteliales (células humanas endoteliales de cordón 

umbilical, HUVEC) y se escogió a la Selectina-E como marcador de activación celular. La 

selectina-E es una molécula de adhesión que tiene como función el reclutar células 

monocíticas, por lo tanto es considerada como una molécula proinflamatoria. La expresión de 

selectina-E fue detectada por inmunofluorescencia y por citometría de flujo. Se utilizaron 

PM10 provenientes de tres diferentes zonas de la ciudad de México. 

OBJETIVOS 

El presente estudio tiene por objetivo evaluar PM10 colectadas en tres zonas diferentes 

de la ciudad de México (Norte, Centro y Sur, figura 3) en diferentes tipos celulares, con el 

propósito de evaluar el potencial de desencadenar una variedad de efectos tóxicos (muerte 

celular y daño al DNA) y proinflamatorios (secreción de citocinas y activación de células 

endoteliales) en cultivos celulares. También se buscó una correlación entre los efectos 

evaluados y el contenido de algunos de los componentes de las partículas. 

Sitios de muestreo: La zona Norte de la ciudad de México tiene una fuerte actividad 

industrial asociada, así como tráfico pesado, mientras que las PM10 del centro se asocian con 

actividad residencial y comercial con tráfico mixto entre vehículos de carga y automóviles, y 

las PM10 del Sur se asocian a una zona residencial con tráfico de automóviles (Vega et al. 

2002). Emisiones de vehículos automotores, incluyendo hidrocarburos provenientes del 
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diesel contribuyen de forma importante en la formación de PM10 en las tres zonas 

muestreadas (Chow et al. 2002). En el presente estudio se comparó el potencial tóxico y 

proinflamatorio de muestras de PM10 de tres zonas de la ciudad de México y su relación con 

la composición de la mezcla de partículas de cada zona. 

N 

• 

20km 

Figura 3: Ubicación de la ciudad de México en que se muestran las zonas donde se 
colectaron las PM10 utilizadas en el presente estudio (Norte = Delegación Gustavo A. 
Madero; Centro = La Merced; Sur = Ciudad Universitaria). Las marcas de color rojo, amarillo 
o verde indican la cantidad relativa de partículas presentes en la atmósfera. El color rojo 
indica una elevada concentración de PM10 y el color verde indica niveles bajos de PM10. 
Como se puede ver, la región del Norte es la más rica en PM10. 

22 



MATERIAL Y METODOS 

Muestreo y recuperación de las PM10 

Durante 1991 se colectaron PM10 con un colector PM10 de grandes volúmenes (Sierra 

Andersen/GMW Model 12000 VFC HVPM10 sampler). El muestreador se mantuvo 

trabajando a un flujo de 1.13 m3/min , durante 24 horas. Se utilizaron filtros de fibra de vidrio 

para colectar las partículas. Los muestreos se realizaron 4 días por semana durante todo el 

año (Bonner et al. 1998). Las muestras fueron colectadas en el Instituto Mexicano del 

Petróleo (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 partículas utilizando un pincel suave y recuperando las 

partículas en un vaso de precipitados estéril y libre de endotoxinas (Bonner et al. 1998). Las 

partículas de cada zona fueron mezcladas y almacenadas hasta su utilización en un vial de 

vidrio estéril y libre de endotoxina. 

Determinación de metales en las PM10 

Extractos acuosos e hidrol izados (HCI 1 M) de PM10 fueron analizados por medio de 

espectrometía de emisión de plasma (Plasma 40; Perkin-Elmer). El instrumento fue calibrado 

utilizando una curva de cinco puntos preparada a partir de soluciones de elementos patrón 

puros (Aldrich) . Para evaluar el desempeño del equipo fueron utilizadas soluciones patrón 

antes y después de las determinaciones realizadas a las muestras. La precisión de las 

mediciones se mantuvo dentro de un 4 % para los metales de transición y 1 O % para el 

plomo. Los elementos evaluados fueron Fe, Ni. V, Zn , Cu y Pb (Bonner et al. 1998). Los 

resultados se expresaron en µg de metal por mg de partícula. De cada uno de los metales se 
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calculó el porcentaje que fue soluble en agua. Se calculó la concentración total de cada metal 

presente en las partículas en picomoles por microgramo de partícula, utilizando la masa 

determinada y el peso atómico de cada elemento. 

Determinación de los niveles de endotoxinas 

Se determinaron los niveles de endotoxina en las partículas por medio del ensayo de 

lisado de amebocitos de Limullus utilizando un kit comercial y siguiendo las especificaciones 

del productor (Bio-Whittaker lnc.) (Bonner et al . 1998). Las partículas 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 partículas (EU/mg). 

Preparación de las partículas para exponer células 

Se pesó al menos 1 mg de partículas las cuales fueron esterilizadas en autoclave 

inmediatamente antes de cada experimento. Una vez estériles, se prepararon suspensiones 

de PM 10 en medio de cultivo a concentraciones de 1 mg/mL minutos antes de exponer las 

células De estas suspensiones se tomaron las alícuotas necesarias para alcanzar la 

concentración final deseada. 

Muerte celular inducida por PM10 

Exposición a PM10: 

a) Ensayos de citotoxicidad (Kueng et al . 1989): 

Células monocíticas de ratón (J77 4A. 1) o epitel iales de pulmón humano (A549) fueron 

sembradas en cajas de 96 pozos a una densidad inicial de 15,000 células/cm2
. 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 µg/cm2 de las partículas de las tres zonas de la ciudad de México en 

condiciones de proliferación celular. Las células se dejaron expuestas a dichas partículas 

durante 12, 24, 48 y 72 horas. Al término de la exposición las células fueron lavadas con PBS 

y fi jadas con formol neutro al 5%. Después de el iminar el formol neutro, las células fueron 

teñidas con una solución 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 solución 

de ácido acético al 33% y las placas fueron leídas en un lector de placas a una longitud de 

onda de 595 nm. El porcentaje de viabilidad se determinó con base en la viabilidad 

observada en las células que no fueron expuestas a partículas, considerando estas últimas 

como el 100 % de viabi lidad. 

Para determinar el tipo de muerte celular se utilizaron los métodos de TUNEL (Roche 

Mannheim, Germany) y Anexina V (Roche Mannheim, Germany). Primero se determinó si en 

el momento en el que observamos una mayor disminución en la viabilidad se encuentran 

células apoptóticas por medio del ensayo de TUNEL. Posteriormente, se realizó una curva de 

tiempo para determinar la proporción de células que mueren por necrosis y apoptosis 

utilizando el ensayo de Anexina V. 

b) Detección 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 cm2 y se dejaron adherir toda la noche. Después de 

cambiar el medio las células fueron expuestas a la máxima concentración evaluada en los 

ensayos de citotoxicidad que fue 160 µg/cm2 de PM10 de tres zonas de la ciudad de México 

durante 72 horas. Al término de la exposición las células fueron lavadas con PBS estéril, se 
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cosecharon y fijaron para ser procesadas para la detección de extremos 3' libre de DNA por 

el método de TUNEL fluoresceinado. La detección del DNA marcado se realizó por medio de 

un citómetro de flujo. Se contaron 10,000 eventos y se determinó el porcentaje del 

incremento en la fluorescencia con respecto a los cultivos testigo. 

c) Detección 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 cm2 y se dejaron adherir toda la noche. 

Después de cambiar el medio las células fueron expuestas a concentraciones de 20, 40 y 80 

µg/cm2 de PM10 de tres zonas de la ciudad de México durante periodos de 2, 4, 8, 24 y 48 

horas. Al término de la exposición las células fueron lavadas con PBS estéril y se agregó 

anexina V fluoresceinada y ioduro de propidio. En un microscopio de fluorescencia se 

contaron 1 O campos al azar por pozo y se determinó el número de células totales así como el 

número de células positivas únicamente a anexina V (células apoptóticas) así como aquellas 

que fueron positivas para anexina V y ioduro de propidio (células necróticas). Se calculó el 

incremento en el porcentaje de células que presentaron muerte celular por apoptosis y se 

calculó la proporción de apoptosis/necrosis presente en los diferentes cultivos. 

Determinación de daño al DNA inducido por PM10 (Ensayo de cometas) (Singh et 

al. 1988) 

Se sembraron 20,000 células mesenquimatosas de ratón (Balb C 3T3) por pozo en 

cajas de 24 pozos. Las células fueron expuestas a concentraciones de 2.5, 5, 1 O, 20 y 40 

µg/cm2 de PM10 de las diferentes regiones. Después de 72 horas de exposición, las células 

fueron cosechadas y después de lavarlas en solución salina de fosfatos, las células fueron 

resuspendidas en una solución amortiguadora de Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4 
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(amortiguador de corrida). Una alícuota con 10,000 células fue mezclada con una solución de 

agarosa de bajo punto de fusión hasta alcanzar una concentración del 1 % de agarosa. Esta 

suspensión se colocó en una cama de agarosa previamente solidificada y se dejó gelificar. 

Las muestras fueron digeridas (Tris 10 mM, EDTA 100 mM, NaCI 2M, Tritón X 100 1 %, pH 

1 O) por 30 minutos y después se colocó en solución de desenrrollamiento (NaCI 100 mM, 

EDTA 1 mM) por 5 minutos. Posteriormente se corrió una electroforesis durante 30 minutos a 

50 volts. Las muestras fueron teñidas con bromuro de etidio (1 O µg/mL). Se analizaron 30 

cometas por laminilla. A cada cometa se le determinó su longitud total. Las longitudes de los 

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

máximo y mínimo. 

Efectos proinflamatorios inducidos por PM10 

Detección de la secreción de TNFa e IL-6 

Se utilizaron cultivos confluentes de células monocíticas (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 PM10 (20, 40 y 80 µg/cm2
). Después de 24 horas de 

exposición los sobrenadantes fueron colectados y centrifugados a 14,000 x g durante 15 

minutos. Los sobrenadantes fueron congelados a -70°C hasta su utilización. Cultivos 

expuestos al vehículo en el que fueron suspendidas las partículas se utilizados como testigo 

negativo y células expuestas a 1 O µg/mL de endotoxina de E. coli 055:85 (Sigma) como 

testigo positivo. 
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Una vez colectados todos los sobrenadantes, fueron descongelados y la concentración 

de TNFa e IL-6 se determinó por medio del ensayo de ELISA utilizando una placa comercial 

y siguiendo las especificaciones del fabricante (R&D Systems). Se determinó la 

concentración de las citocinas y se calculó el porcentaje de incremento en la secreción de 

proteína en relación a los testigos negativos. 

Expresión de Selectina-E en células endoteliales humanas expuestas a PM10 

-Obtención de las células endotel iales de cordón umbilical de humano (HUVEC) (Jaffe 

eta!. 1973): 

Se obtuvieron cordones umbil icales de los cuales se procesó la vena del cordón. La 

vena del cordón umbilical se digirió con una solución de colagenasa (Sigma) 0.05% en medio 

RPMI (Gibco) y se incubó 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 último 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, NaHC03 (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) 1 O mM, tripsina (Gibco) 0.05%) y se transfirieron las células a las cajas 

necesarias para cada experimento. 

-Microscopía de fluorescencia: 

Se sembraron células HUVEC en lamini llas con cámaras de 8 pozos (20,000 células por 

pozo) (Nunc) y se dejaron adherir toda la noche. Al día siguiente se removió el medio de 
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cultivo, se agregó medio fresco y se expusieron las células a O, 1 O, 20 y 40 µg/cm2 de PM10, 

así como un testigo positivo expuesto a TNFa (R&D systems) (10 ng/mL). Después de 6 

horas de exposición las células se lavaron con PBS a 4ºC y se fijaron con metano! a -20ºC 

por 1 O minutos. Las células se secaron al aire y se rehidrataron con PBS. La muestra se 

bloqueó con una solución de suero fetal de cabra al 20% y se incubó por 20 minutos. 

Después de lavar con PBS se incubó con el anticuerpo anti-selectina-E (R&D systems) (1 O 

µg/mL) durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar en PBS se agregó un 

anticuerpo secundario marcado con FITC (Sigma) y se incubó por 30 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad. Las laminillas fueron evaluadas por medio de microscopia de 

fluorescencia (Olympus). Zonas representativas de las imágenes observadas fueron 

fotografiadas uti lizando un objetivo de veinte aumentos. 

-Citometría de flujo: 

Para el anál isis por citometría de flujo se prepararon tres diferentes condiciones de las 

PM10: partículas totales, fracción soluble e insoluble, y partículas totales adicionadas con 

pol imixina-B (Sigma) para bloquear a la endotoxina presente. La obtención de la fracción 

soluble e insoluble de las PM10 se obtuvo por resuspensión de las partículas en medio de 

cultivo para células HUVEC. Después de 1 O minutos de mantener a las partículas en 

suspensión se centrifugó a 3,000 X g durante 1 O minutos. Se consideró que el sobrenadante 

contenía la fracción soluble, mientras que el botón contenía la fracción insoluble (Dreher et 

al. 1997) . El botón fue nuevamente resuspendido en el volumen original de medio. Para 

bloquear la endotoxina las partículas fueron suspendidas en medio de cultivo para células 

HUVEC y se les adicionó 1 µg/mL de polimixina-B (Sigma) (Ning et al. 2000, Jiménez et al. 

2000, Becker et al . 2002). 
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La concentración final a la que se expusieron las células fue de 40 µg/cm2 de PM10 y se 

utilizó un cultivo expuesto solamente al medio de cultivo como testigo negativo. Después de 

6 horas de exposición las células fueron cosechadas con una solución de PBS-EDTA 10 mM. 

Las células se resuspendieron en una solución 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 µL de 

PBS con anticuerpo anti selectina-E (R&D Systems) (1 O µg/mL). Se incubó por 1 hora a 4ºC. 

Para cada grupo de células se procesó un tubo al que no se adicionó anticuerpo anti 

selectina-E, como testigo interno de la técnica. Las células se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en 200 µL de PBS con anticuerpo anti lgG 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 mañana siguiente para su análisis. 

La población celular fue seleccionada en el citómetro de flujo (Becton Dickinson Sean 

Flow) con base a su tamaño y granularidad. Se determinó la intensidad de la fluorescencia 

presente en 10,000 células. Se determinó el incremento de la fluorescencia en relación con 

los testigos internos, calculando el número de veces que se incrementó la expresión. Los 

datos se organizaron como promedio y desviación estándar. 

Análisis estadístico: 

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces y los resultados se 

expresan como promedio ± desviación estándar. Los resultados de los cometas se 

presentaron como mediana, máximo y mínimo, percentiles 25 y 75 y valores extremos. La 

citotoxicidad, los cursos temporales de necrosis-apoptosis, los cometas y la producción de 

citocinas se evaluaron con una análisis de varianza de dos vías, y la apoptosis y la selectina­

E se evaluó con un análisis de varianza de una vía. Los análisis se realizaron con el 

30 



programa STATA para Windows (Versión 6.0, 1999) y las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0.05. 

Correlación de efectos biológicos con la concentración de endotoxina y metales 
de transición determinados en las PM 10 

Los niveles de los efectos inducidos por PM 10 fueron organizados y analizados en 

relación a la concentración de endotoxinas y de metales, expresadas en EU/cm2 y pmol/cm2 

respectivamente a las diferentes concentraciones utilizadas. Para esto se realizó primero una 

transformación de los datos de concentración de metales a su log(1o) debido a que todos los 

datos mostraban asimetría con un sesgo considerable a la derecha. Una vez transformados 

los datos se realizó una correlación lineal de Pearson para determinar el valor de "r" para 

cada uno de los elementos y los efectos evaluados. Posteriormente se analizó si existía 

colinearidad entre los elementos analizados. Con base en esto se establecieron dos 

modelos, uno de los cuales incluyó Ni, Zn y Pb (modelo 1) y otro que incluyo Cu, Fe y 

Endotoxina (modelo 2). Estos modelos fueron analizados por medio de regresión múltiple. El 

anál isis multivariado nos permitió establecer los valores de p (significancia estadística) para 

aquellos componentes que no presentaron colinearidad. Por medio de un análisis de 

"regresión a pasos" se estableció que elementos explican la correlación encontrada. Los 

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

31 



RESULTADOS 

Concentración de elementos presentes en las PM 10 

En todas las muestras se encontró la presencia de Cu, Fe, Ni , V, Zn y Pb. Se observó 

un gradiente en la concentración de estos metales relacionado con la zona, siendo mayor la 

concentración en las partículas del Norte, seguidas por las del Centro y con una 

concentración menor, las del Sur, excepto el Ni, que presentó un gradiente inverso (Cuadro 

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

Cuadro 1 

Concentración* de Cu, Fe, Ni, V, Zn y Pb en PM10 de la ciudad de México. 

Partícula Cu Fe Ni V Zn Pb 

Norte 0.836 4.001 0.222 0.390 6.975 2.904 
(18.8) (1.7) (O.O) (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) (O.O) (29.7) (30.6) (1.7) 

[5.52] [71 .58] [4.65] [6.53] [29.13] [12.19] 

Sur 0.1 36 3.806 0.353 0.230 0.793 1.106 
(O.O) (1.4) (O.O) (31.7) (12.1) (8.0) 

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

*La concentración está expresada en microgramos por miligramo de partícula. El número 
entre paréntesis indica el porcentaje del metal que es soluble en agua. El número entre 
corchetes indica la concentración en picomoles por microgramo de partículas totales. 
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Concentración de endotoxinas presentes en las PM10 

Las concentración de endotoxinas fue mayor en las partículas 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 
Concentración de endotoxina presente en PM10 de la ciudad de México. 

PM 10 Conc. * Promedio Ran o 
Norte 

Centro 
Sur 10.8 5.3-16.3 

*La concentración está expresada en EU por miligramo de partículas. 

Muerte Celular 

a) Ensayos de citotoxicidad: 

Las partículas de la ciudad de México indujeron una disminución en la viabilidad de los 

cultivos de células monocíticas (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 exposición. En el caso de las células J774A.1, las disminuciones en la viabilidad 

fueron dependientes de la concentración y las partículas del Norte indujeron una caída más 

importante en la viabilidad (Figura 4). Los decrementos en la viabilidad se presenta de forma 

mas pronunciada después de 72 horas de exposición (Figura 4A). 

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

significativas y no se apreciaron diferencias estadísticas entre las partículas provenientes de 

las diferentes zonas (Figura 5). 
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Figura 4: Variaciones en la viabilidad de células J774A.1 expuestas a PM10 de tres 
zonas de la ciudad de México. A) Curso temporal de 12 a 72 horas de exposición. B) 
Comparación del efecto de las partículas de las tres zonas después de 72 horas de 
exposición. Los resultados se expresan como promedio ± desviación estándar. El asterisco 
indica diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre las diferentes zonas. 
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Figura 5: Variaciones en la viabilidad de células A549 expuestas a PM10 de tres zonas 
de la ciudad de México. A) Curso temporal de 12 a 72 horas de exposición. B) Comparación 
del efecto de las partículas de las tres zonas después de 72 horas de exposición. Los 
resultados se expresan como promedio ± desviación estándar. 
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Detección de apoptosis por el método de TUNEL: 

La presencia de muerte celular por apoptosis después de 72 horas de exposición 

muestra que dependiendo de la estirpe celular se tienen respuestas diferentes. En el caso de 

las células J77 4A.1 se observa un incremento en la fluorescencia de alrededor del 15 %, 

siendo el efecto similar con todas las partículas evaluadas (Figura 6). 
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Figura 6: Porcentaje de células J774A.1 positivas para el marcaje de TUNEL después 
de 72 horas de exposición. Las partículas de las tres zonas fueron capaces de inducir un 
incremento estadísticamente significativo (p < 0.05) en el porcentaje de células que 
presentan extremos 3' libres de DNA. No se observó diferencias estadísticas entre las 
partículas evaluadas. Los resultados se expresan como promedio ± desviación estándar. 

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 partículas del Norte, 

menos con las partículas del Centro y aún menor con las partículas 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 exposición. Las partículas de las tres zonas fueron capaces de inducir un 
incremento estadísticamente significativo (p < 0.05) en el porcentaje de células que 
presentan extremos 3' libres de DNA en comparación al testigo negativo. Las partículas del 
Norte indujeron un efecto mas potente que las del Centro y Sur (p < 0.05). Los resultados se 
expresan como promedio ± desviación estándar. El asterisco indica diferencias 
estadísticamente significativas entre las diferentes zonas. 

b) Detección de muerte celular (apoptosis y necrosis) por el método de anexina V: 

A todos lo tiempos evaluados, las partículas del Norte indujeron mayores porcentajes 

de muerte celular (Figuras 8 y 9). Las partículas del Norte presentaron una tendencia a 

inducir efectos mayores que las partículas del Centro y Sur. El efecto máximo de muerte 

celular se observa en los cultivos de J77 4A.1, después de 8 horas de exposición a partículas 

del Norte (Figura 8). 
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Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis en 
células J774 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 unión de anexina V en cultivos de células 
J77 4A.1 expuestas a PM10 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 ± desviación estándar. 

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 exposición, las partículas del Norte 
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indujeron una mayor proporción de necrosis que las partículas del Centro y Sur, siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05). 
Porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis en 
células A549 expuestas a PMlO 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 unión de anexina V en cultivos de células 
A549 expuestas a PM10 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 ± 
desviación estándar. 
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Cuando se determinó la proporción de células apoptóticas presentes en los cultivos, se 

observó que después de 2 horas de exposición las partículas del Norte se asociaron con una 

importante proporción de necrosis (80 % de las células que se encuentran en proceso de 

muerte) , mientras que las partículas 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 exposición (Figuras 8 y 9). 

Daño al DNA producido por PM10 en cultivos de células Balb C3T3 

Todas las muestras de PM10 evaluadas fueron capaces de inducir una mayor movilidad 

electroforética del DNA (cometas) después de 72 horas de exposición (Figura 10). Estos 

efectos fueron dependientes de la concentración. Las partículas provenientes tanto del Norte 

como del Centro presentaron cometas más largos que los inducidos por partículas del Sur {p 

< 0.0001) . A la concentración de 2.5 µg/cm2 las partículas del Norte y Centro indujeron 

cometas de los cuales mas del 50 % presentaron una longitud mayor al percentil 75 del 

testigo. Las partículas del Sur requirieron de una concentración de 1 O µg/cm2 para inducir un 

efecto similar. Todas las partículas al ser evaluadas a concentraciones de 20 y 40 µg/cm2 

(datos no mostrados) , indujeron cometas en los que la longitud de los cometas se mantuvo 

similar que a la concentración de 10 µg/cm2
. 
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Figura 10: Distribución de las longitudes de cometas en células Balb C3T3 expuestas 
por 72 horas a PM10 de la ciudad de México. Las partículas del Norte y Centro indujeron 
cometas mas largos que los inducidos por las partículas del Sur (p < 0.0001 ). A partir de la 
concentración de 2.5 µg/cm2 se observa que entre el 50 al 75 % de las células expuestas a 
PM10 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 podría favorecer la 

presencia de cometas largos, se evaluó la presencia de células apoptóticas bajo las mismas 

condiciones experimentales. Los resultados muestran que el porcentaje de células 

apoptóticas es muy pequeño (Figura 11) en comparación a la proporción de cometas con una 

longitud mayor al percentil 75 del testigo. 
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Determinaciá'l de células apoptóticas presentes en cultivos de células Balb 
c 3T3 después de 72 horas de exposición 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 c 3T3 expuestas a PM10 de la ciudad de México por 72 horas. La proporción 
de células apoptóticas fue menor al 10% en todos los casos. Se observa un efecto 
concentración-respuesta, aunque todas las partículas indujeron un efecto similar. Los 
resultados se expresan como promedio± desviación estándar. 

Expresión de Citocinas en cultivos celulares expuestos a PM10: 

a) Células J77 4A.1: Las partículas fueron capaces de inducir la secreción de TNFa 

e IL-6. Esta respuesta fue dependiente de la concentración de las partículas y se obtuvo la 

respuesta más importante a la concentración de 80 µg/cm2
. En la expresión de TNFa (Figura 

12) se observa una tendencia de que las partículas colectadas en el Centro de la ciudad de 

México indujeron una mayor respuesta celular, pero no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas. 
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Figura 12: Porcentaje de secreción de TNFa por células J774A.1 expuestas a PM10 de 
tres zonas de la ciudad de México. El porcentaje de secreción se calculó en relación a la 
cantidad de TNFa secretada (17.8 ± 2.4 ng/mL) por un cultivo testigo expuesto a 10 µf/mL de 
LPS. Los resultados se expresan como promedio± desviación estándar. Los incrementos en 
la secreción de TNFa fueron estadísticamente significativos al compararlos con el cultivo 
testigo. 

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

este caso las diferencias si fueron estadísticamente significativas. 
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Figura 13: Porcentaje de secreción de IL-6 por células J774A.1 expuestas a PM10 de 
tres zonas de la ciudad de México. El porcentaje de secreción se calculó en relación a la 
cantidad de IL-6 secretada por un cultivo expuesto a 10 µg/mL de LPS. Los resultados se 
expresan como promedio ± desviación estándar. El asterisco indica diferencias 
estadísticamente significativas entre las diferentes zonas. Los incrementos en la secreción de 
IL-6 fueron estadísticamente significativos para todas las partículas al compararlos con el 
cultivo testigo. 
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Las partículas del Centro indujeron los mayores incrementos en la secreción de TNFa e 

IL-6 alcanzando un máximo en el porcentaje de secreción de 37.7 +/- 8.4% y 7.1 +/- 0.3% a 

la concentración de 80 µg/cm2
, cuando se compara con lo secretado por células expuestas a 

LPS. 

Expresión de Selectina-E en cultivos de células endoteliales expuestas a PM10: 

Cultivos de HUVEC fueron expuestos a PM10 de tres diferentes zonas de la ciudad de 

México a concentraciones de 10, 20 y 40 µg/cm2 y se detectó la expresión de selectina-E por 

medio de inmunofluorescencia. La expresión de selectina-E presentó una relación 

concentración-respuesta para todas las partículas analizadas. A la concentración de 40 

µg/cm2 se observó la mayor intensidad en la expresión de la selectina-E (figura 14). 

ontrol IOftglcm2 40ftg/cm2 

Figura 14: Detección de selectina-E por medio de inmunofluorescencia en cultivos de 
HUVEC expuestos a PM10 del Norte de la ciudad de México. Se presentan de izquierda a 
derecha un cultivo sin exponer a partículas, un cultivo expuesto a 1 O µg/cm2 y un cultivo 
expuesto a 40 µg/cm2 de partículas provenientes del Norte de la ciudad de México. Las 
células marcadas con fluorescencia en verde se consideran positivas para la expresión de 
selectina-E (flechas verdes). Algunas partículas adicionadas presentaron autofluorescenica 
(flechas rojas). 
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Cuando se comparan la expresión de selectina-E en cultivos expuestos a partículas de 

diferentes zonas por medio de inmunofluorescencia, las imágenes sugieren que las 

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

Norte Centro Sur 

Figura 15: Detección de selectina-E por medio de inmunofluorescencia en cultivos de 
HUVEC expuestos a PM10 de tres zonas de la ciudad de México. Se presentan de izquierda a 
derecha cultivos expuestos a 40 µg/cm2 del Norte, Centro y Sur de la ciudad de México. Las 
células marcadas con fluorescencia en verde se consideran positivas para la expresión de 
selectina-E 

Con el objeto de obtener un resultado cuantitativo de la expresión de selectina-E, 

cultivos de HUVEC expuestos a 40 µg/cm2 de PM10 de tres diferentes zonas de la ciudad de 

México fueron procesados para detectar la expresión de selectina-E por citometría de flujo. El 

análisis por citometría de flujo mostró que las PM10 de las tres diferentes zonas de la ciudad 

de México indujeron un incremento significativo (p < 0.05) en la activación de HUVEC 

expuestas, siendo este incremento entre 3 y 7 veces en comparación con el testigo negativo. 

Sin embargo no se observaron diferencias significativas entre las diferentes PM10 (figura 16). 

Debido a que la endotoxina es capaz de inducir la expresión de selectina-E, se evaluó 

si 1 a presencia de un bloqueador de 1 a endotoxina ( polimixina-B) sería capaz de bloquear 

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

de polimixina-B bloqueó parcialmente el efecto de las PM10. De las partículas que fueron 
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pretratadas con polimixina-B únicamente en el caso de las partículas del Centro de la ciudad 

se encontraron diferencias con las partículas totales (p < 0.05) (figura 16). 
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Figura 16: Incremento en la expresión de Selectina-E en cultivos de HUVEC expuestos 
a 40 µg/cm2 de PM10. Las partículas de las tres zonas fueron capaces de inducir incrementos 
en la expresión de selectina-E en comparación con los cultivos testigo(* p < 0.05). La 
presencia de polimixina inhibió de forma significativa el efecto de las partículas del Centro 
(**p < 0.05). Los resultados se expresan como promedio ± desviación estándar. 

Dado que en las PM10 se encuentran componentes solubles e insolubles se evaluó la 

capacidad de las fracciones insoluble y soluble de las partículas para inducir la expresión de 

selectina-E. Para esto se realizaron extracciones acuosas. En la Figura 16 se muestra que 

las fracciones insolubles de todas las partículas fueron capaces de incrementar los niveles de 

expresión de selectina-E (figura 17). Por otra parte, las fracciones solubles de las PM10 de las 
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tres zonas de la ciudad de México no fueron capaces de inducir incrementos significativos en 

la expresión de Selectina-E. Si se suman los efectos producidos por las dos fracciones, no se 

alcanzan los niveles de activación que inducen las partículas totales. 
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Figura 17: Incremento en la expresión de Selectina-E en cultivos de HUVEC expuestos 
a 40 µg/cm2 de PM10. La fracción insoluble de las partículas fue capaz de inducir incrementos 
en la expresión de selectina-E, mientras que la fracción soluble no indujo cambios en los 
niveles de expresión.* p < 0.05 vs. el cultivo testigo. La fracción soluble de las partículas del 
Norte y Centro indujeron niveles de expresión de selectina-E menores a los de las 
correspondientes fracciones insolubles (** p < 0.05). Los resultados se expresan como 
promedio ± desviación estándar. 
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Correlación de efectos biológicos con la concentración de endotoxina y metales 
de transición determinados en las partículas 

Los componentes que fueron analizados en las partículas presentaron diferentes 

niveles de correlación con los efectos biológicos evaluados (Cuadro 3). La viabilidad presentó 

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 secreción de TNFa presentó una 

buena correlación con la endotoxina (r = 0.60) el Fe (r = 0.68), Ni (r = 0.64) y V (r = 0.65), 

mientras que la secreción de IL-6 correlacionó 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 expresión de Selectina-E 

correlacionó únicamente con el contenido de endotoxina (r = - 0.619). La presencia de 

cometas no presentó correlaciones mayores a 0.50 con ninguno de los componentes 

analizados. 

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

Endotoxina 
Cu 
Fe 
Ni 
V 

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. 

La presencia de necrosis tuvo una buena correlación con el Zn a las 2 (r = 0.73) y 8 (r = 

0.5) horas de exposición y con el Cu a las 2 horas (r = 0.65), mientras que la apotosis 

correlacionó con el Cu (r = 0.62), el Zn (r = 0.67) y la endotoxina (r = 0.52) a las 8 horas de 

exposición (Cuadro 4 ). 
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Cuadro 4: Valores de correlación entre componentes con necrosis y apoptosis. 

*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 analizó la correlación existente entre los diferentes componentes conocidos de las 

PM10 para determinar la colinearidad. Este análisis mostró una asociación positiva muy fuerte 

(r > 0.94) entre Zn y Cu, Pb y Cu, Ni y Fe, V y Fe, Pb y V, Pb y endotoxina, así como V y 

endotoxina (Cuadro 5). Debido a esto se generaron dos modelos de análisis de regresión 

lineal múltiple, 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 ningún 

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

modelos. 
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Cuadro 5: Análisis de colinearidad entre los componentes conocidos de las PM10 

Cu Fe Ni V Zn Pb 

Cu 
Fe 0.81 
Ni 
V 
Zn 
Pb 

Endotoxina 

Los resultados de la regresión lineal múltiple se resumen en los cuadros 6 y 7. El 

cuadro 6 muestra que la viabilidad tiene una relación directa con el contenido de Ni, Zn y 

endotoxina. En cuanto a la secreción de TNFa se observa que tanto Ni y Fe explican la 

secreción. En e 1 caso de 1 a 1 L-6 se observa que P b, Cu y Fe son 1 os que presentan u na 

participación estadísticamente significativa. Para la selectina-E, ninguno de los componentes 

explica estadísticamente los efectos. 

Cuadro 6: Valores de significancia estadística y "regresión a pasos" para los 
componentes analizados en las PM10 en relación con los efectos biológicos medidos 

Modelo 
1 

Viabilidad 

Modelo 1-----+-------i 

2 

Selectina-
E TNFa 

Ni , Pb, Fe 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. R2 a = valor de r2 ajustado. RP = Regresión a pasos. Los 
valores expresados en negritas representan aquellos que explican estadísticamente el efecto 
inducido por las partículas. 

50 



En e 1 cuadro 7 se m uestra q ue 1 a necrosis y 1 a a poptosis p resentan u na correlación 

importante con Z n, F e y e ndotoxina d espués d e 2 h oras d e exposición. A 1 os 8 horas d e 

exposición se observa que el Zn y la endotoxina tienen una muy alta correlación con la 

apoptosis. 

Cuadro 7: Valores de significancia estadística y "regresión a pasos" para los 
componentes analizados en la PM10 en relación con necrosis y apoptosis 

Necrosis A o tosis 
4 hrs. 8 hrs. 2 hrs. 4 hrs. 

Modelo 
0.59 0.83 0.72 0.67 

1 0.15 0.09 0.027 -
0.37 - 0.47 - 0.077 

Modelo 
0.85 0.69 0.64 

2 0.26 0.22 
0.29 0.303 
0.03 0.18 0.48 
0.316 0.057 0.0004 

RP 
Pb, Zn 

Zn 
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. R2 

a = valor de r2 ajustado. RP = Regresión a pasos. Los 
valores expresados en negritas representan aquellos que explican estadísticamente el efecto 
inducido por las partículas. 

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

0.000) y endotoxina (p < 0.000) tienen una correlación estadísticamente significativa con el 

incremento en el tamaño de los cometas. 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permitieron observar que las 

partículas de diferentes zonas de la ciudad de México inducen diferentes efectos biológicos, 

la mayoría 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 partículas del 

Norte las que indujeron un mayor efecto (cerca de 80 % de disminución en la viabilidad) 

(Figura 4). Esta muerte celular se dio tanto por necrosis como por apoptosis (Figuras 6 a 9), 

pero las partículas del Norte indujeron muerte por necrosis a 2 horas mayor de lo que 

indujeron las partículas del Centro y Sur (2.9 % vs 0.5 y 0.6 respectivamente) (Figuras 8 y 9). 

Las partículas indujeron daño en el DNA a concentraciones subletales y en este caso, las 

partículas 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 concentración de 2.5 µg/cm2
) 

(Figura 1 O). En cuanto a la capacidad de provocar un efecto proinflamatorio, las partículas 

del Centro indujeron una mayor secreción de moléculas proinflamatorias (39 % para el 

Centro vs. 29 % para el Norte y Sur en el caso de TNFa; 6.7 % para el Centro vs. 4.7 y 1.5 

para el Norte y Sur en el caso de IL-6) (Figuras 12 y 13). Finalmente las partículas 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 inducción de la expresión de la selectina-E (Figura 16) y 

que se requiere de la interacción directa de las partículas para inducir la expresión de 

selectina-E (Figura 17). Los efectos generados por las partículas mostraron diferentes 

correlaciones con el contenido de metales de transición y endotoxina, siendo Fe y Zn los 

componentes que mejor correlacionaron con los efectos evaluados (Cuadros 3-7). 
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La evaluación de los efectos biológicos de las partículas contaminantes ambientales a 

nivel celular es de gran importancia para comprender los procesos de patogénesis 

relacionados con estas partículas. Hasta el momento existen una gran variedad de estudios 

epidemiológicos en los que se describen diversos factores asociados a los efectos de las 

PMs, aunque en la mayoría de ellos no se considera a la composición de las partículas 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 más común observar que el factor de la composición de las partículas así como 

la evaluación de partículas provenientes de diferentes fuentes va tomando cada vez más 

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 evalúan PMs con diferencias en la composición, en diferentes estirpes celulares. Las 

diferentes estirpes celulares fueron seleccionadas con base en su posible papel teórico en 

algunos órganos expuestos en un individuo. 

Las diferencias en la concentración de componentes tales como metales de transición, 

azufre y endotoxinas nos indican que las diferencias en las fuentes asociadas a la emisión de 

las aeropartículas repercuten directamente en su composición. Considerando que las 

partículas son una mezcla muy compleja en la que encontramos muchos otros componentes 

tales como hidrocarburos, biopartículas (polen, esporas, hongos, bacterias, etc) , metales y 

minerales entre otros (Miranda Jet al. 1992, Salazar Set al . 1993, Rosas et al. 1998, Romieu 

et al. 1999 Bonner JC et al. 1998), nos invita a analizar mas a fondo la composición de las 

partículas para identificar posibles componentes responsables de efectos biológicos. Esto 
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adquiere particular relevancia al considerar que en el caso de los metales, el estado de 

oxidación de estos es un factor importante de su toxicidad. 

En el presente estudio se evaluó la muerte celular, daño al DNA, expresión de citocinas 

proinflamatorias y activación de células endotel iales. Todas estas respuestas participan en el 

posible efecto que un individuo podría presentar al exponerse a las partículas por su 

inhalación. 

Muerte celular y PM10 

El primer efecto que describiremos será el de la inducción de muerte celular. 

Previamente hemos reportado que las PMs inducen un efecto citotóxico que se manifiesta 

como una disminución en la viabilidad celular (Alfare 1999) y en diversos estudios se 

describe tanto la disminución de viabilidad como la muerte por apoptosis en células 

expuestas a partículas 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 participación 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 podrían estar 

jugando un papel al menos a dos niveles. Por una parte podrían estar participando en 

procesos de remodelación del pulmón (Uhal 2002) , o bien podrían estar inhibiendo o 

exacerbando los procesos proinflamatorios dependiendo de si la muerte celular se da por vía 

54 



de la apoptosis (inhibiendo inflamación) o de la necrosis (exacerbando inflamación) (Evan y 

Littlewood 1998). Esto se debe a que cuando una célula muere por apoptosis, no se libera el 

contenido celular que favorece la inflamación, 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 liberación del contenido celular. 

La evaluación de viabilidad en células monocíticas y epiteliales de pulmón humano 

muestran que las PMs son capaces de inducir disminuciones importantes en la viabilidad a 

partir de las 48 horas de exposición en células monocíticas. Las partículas del Norte 

indujeron un efecto más potente que las partículas del Centro y Sur. La disminución de la 

viabil idad fue mas importante después de 72 horas de exposición y a este tiempo fue posible 

ver células muriendo por apoptosis (5 - 15 %) . En el caso de los cultivos de células epiteliales 

se observó un efecto diferencial, siendo las partículas 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 partículas. 

Las partículas de la ciudad de México fueron capaces de inducir tanto necrosis como 

apoptosis, aunque la proporción en la que estos tipos de muerte se presentaron variaron 

dependiendo del tipo de partícula que se evaluó, así como del tiempo de exposición. Bajo 

todas las condiciones evaluadas, las partículas del Norte indujeron mayores proporciones de 

muerte celular que las partículas del Centro y del Sur, independientemente de si se trató de 

necrosis o de apoptosis. Cuando se analiza el ti po de muerte celular involucrada se observa 

que después de dos horas de exposición, las PM10 del Norte indujeron principalmente muerte 

celular por necrosis, mientras que las PM10 del Centro y Sur indujeron principalmente 

apoptosis. A las cuatro horas y durante el resto de la evaluación, 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 volvió la predominante, pero esto se puede deber a la presencia de 

necrosis secundaria a la apoptosis (Manjo y Joris 1995), por lo que es difícil 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 partículas del Norte indujeron una proporción importante de necrosis a tiempos 

cortos de exposición. Considerando que estas partículas fueron las que presentaron un 

mayor contenido de metales de transición, estos podrían estar relacionados con alteraciones 

celulares capaces de inducir necrosis, tales como despolarización de la mitocondria (Hasinoff 

et al. 2003), o alteraciones a nivel de la glucól isis (Sheline CT et al. 2000), que se han 

asociado a los efectos tóxicos por metales de transición. 

Tanto las partículas 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 transición, hidrocarburos o 

endotoxinas, provocan efectos de muerte celular similares para las partículas provenientes 

de ambas zonas. Sin embargo, en otros estudios se ha observado que las capacidades 

genotóxicas (Villalobos et al. 1995) y proinflamatorias (Bonner et al. 1998) de las de 

partículas del Centro y Sur difieren de forma importante, por lo que la evaluación de 

citotoxicidad es insuficiente para caracterizar toxicológicamente a una partícula. 

Todas las determinaciones de viabi lidad se realizaron en condiciones de cultivos en 

proliferación. Previamente hemos demostrado que la partículas no inducen disminuciones en 

la viabilidad en cultivos confluentes (Alfara-Moreno 1999, Martínez L 2001). Las células en 

proliferación muestran muerte tanto por necrosis como por apoptosis, aunque a partir de las 
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4 horas, la muerte se presenta principalmente por apoptosis. Esto nos sugiere que las células 

en proliferación son más susceptibles al efecto de las partículas. Una de las razones para 

esto podría deberse a que en las células en proliferación el DNA celular se encuentra más 

expuesto a los efectos de las partículas. Es por esto que se decidió evaluar el daño al DNA 

generado por las PMs en células expuestas. Para esto se utilizó un modelo de evaluación en 

células mesenquimatosas de ratón (balb c 3T3) utilizando la técnica electroforesis celular 

conocido como ensayo de cometas (Singh et al. 1988) . 

Daño al DNA inducido por PM10 

Las células expuestas a PMs presentaron una movil idad electroforética del DNA mayor 

que las células no expuestas, caracterizándose por la presencia de imágenes tipo cometa, 

mas largas. La longitud de los cometas aumentó conforme se incrementó la concentración de 

las partículas y las PMs del Norte y Centro fueron más 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 daño 

al DNA no provoca un rompimiento, pero se encuentra asociado a un sitio frágil, este 

rompim iento se hace evidente al digerir las células ya que se realizan en condiciones de 

alcalinidad que permiten ver el daño a nivel del sitio frágil. El grado de enrollamiento del DNA 

también juega un papel importante, por lo que cambios en la conformación de la cromatina 

podrían estar influyendo en la longitud de los cometas. Nuestros datos muestran que las 

partículas de dos zonas presentaron efectos muy similares (Norte y Centro). A las 

concentraciones a las que se evalúo el daño al DNA (2.5 a 40 µg/cm2
) la capacidad de estas 

partículas 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 degradación de DNA 

desnudo, dependiendo de la presencia de peróxido de hidrógeno y relacionándose con la 

concentración de metales (Garcia-Cuellar 2002a, García-Cuellar 2003). De esta manera las 

partículas del Norte que tienen un mayor contenido de metales, generan una degradación de 

DNA mayor que las partículas del Centro y estas que las del Sur. Sin embargo en el modelo 

en el que usamos células completas esta diferencia no se presentó entre las partículas del 

Norte y el Centro. Eso nos sugiere que debe de haber más de un mecanismo involucrado en 

el daño a nivel del material genético. Una posibilidad es que la degradación de DNA se dé 

como consecuencia de una reacción tipo Fenton (García-Cuellar et al. 2002a) en la que se 

requiere de metales y peróxido de hidrógeno, y que también se den daños que no dependen 

de este tipo de degradación, sino de la formación de aductos (Risom 2003) o inducción de 

mutaciones (Villalobos et al. 1995). También existe la posibilidad de que un tipo de partícula 

genere un daño directo sobre el DNA mientras que otro tipo de partícula genere alteraciones 

en la conformación de la cromatina, provocando alteraciones epigenéticas (Gilmour et al. 

2002) . 

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por la degradación internucleosomal del 

DNA. Por esto, una célula apoptótica 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 evaluación 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, característicos de la 

degradación de DNA durante la apoptosis (Figura 11) . Esto contrasta con el más del 50% de 
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células que presentaron cometas largos a partir de la concentración de 2.5 µg/cm2 (Figura 

1 O), por lo que los cometas no son producto de la muerte celular, sino de daño al DNA. 

La relación entre los resultados de muerte celular, daño 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 exposición, este daño 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 expresión de 

p53 y PARP que son moléculas de reparación del DNA (Garcia-Cuellar 2002b) . Sin embargo 

desconocemos cual sea el estado de reparación 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 inducción de 

alteraciones en la topología del DNA como consecuencia de alteraciones epigenéticas 

pudieran ser responsables al menos en parte de estos efectos. 

Producción de citocinas y PM10 

La inducción de la expresión de citocinas proinflamatorias es un claro indicador de que 

estas partículas son capaces de inducir respuestas inflamatorias. Estas respuestas 

inflamatorias pueden ser responsables de desencadenar alteraciones que desemboquen 

tanto en procesos de cambios respiratorios crónicos, así como en procesos de alteraciones 

agudas que incluso podrían relacionarse con efectos vasculares (Lambert 1988). 

La evaluación de citocinas proinflamatorias inducidas por la exposición a partículas 

contaminantes atmosféricas son de gran importancia, debido a que algunos de los efectos 

con los que han sido relacionadas las PM10 involucran procesos inflamatorios (Donaldson et 

al. 2000). Tanto el TNFa como la IL-6 han sido reportados como citocinas que podrían 

participar en los efectos pulmonares relacionados con la exposición a partículas 
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contaminantes (Moon y Becker 1999) ya que estas dos moléculas juegan un papel 

importante en la regulación de procesos inflamatorios. 

Las células de origen monocítico tuvieron una respuesta importante a la presencia de 

las partículas 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 secreción, tanto 

del TNFa como de la IL-6 sugiere que las diferencias en composición juegan un papel 

fundamental en la determinación de la intensidad de la respuesta proinflamatoria. Las 

partículas que fueron más proinflamatorias fueron las partículas 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 

partículas presentan diferentes concentraciones de metales de transición (cuadro 1) y de 

endotoxina (cuadro 2) y existen datos que señalan que las partículas del Centro podrían 

contener una mayor concentración 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 secreción tanto de 

TNFa como de IL-6 (Osornio-Vargas et al. 2003). 

Por otra parte, la relación de concentración de endotoxina contra la intensidad de la 

respuesta no nos muestra una relación lineal, ya que en el caso del TNFa se observa que las 

diferencias entre la respuesta de las células a las diferentes partículas es muy pequeña 

(Figura 12) , mientras que en el caso de la producción de IL-6 observamos diferencias de mas 

de 5 veces entre la respuesta mas intensa y la respuesta mas pequeña (Figura 13). Las 

diferencias en la concentración 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 últimas 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 así como de efectos sinergísticos deben de estar jugando un papel importante 

en los efectos biológicos. Una posible explicación de este efecto diferencial podría radicar en 

el contenido de metales. Si la presencia de hierro o zinc se asocian con una disminución en 

la producción de energía, esto podría explicar una disminución en la síntesis de proteínas 

(Hassinoff BB et al. 2003, Sheline CT et al . 2000). Por otra parte, se sabe que uno de los 

mecanismos de control de expresión de factores proinflamatorios son cambios en la 

acetilación de histonas. Esto se refleja como un DNA mas relajado. El hecho de que las 

partículas del Centro sean menos potentes inductoras de degradación de DNA (García­

Cuellar et al. 2002), pero presenten longitudes de cometas similares, sugiere que las 

partículas del Centro podrían estar induciendo cambios epigenéticos que favorecieran la 

expresión de moléculas proinflamatorias (Gilmour et al. 2002). 

Activación de células endoteliales expuestas a PM10 

Por último, la presencia de la activación de células de origen endotelial, relaciona a las 

PMs con efectos vasculares, lo que es de gran importancia debido a las evidencias 

epidemiológicas que indican que la exposición a partículas se asocia con el incremento en el 

riesgo de efectos vasculares. 

Los resultados en el presente estudio muestran que las partículas contaminantes 

atmosféricas de la ciudad de México fueron capaces de activar a las células endoteliales. La 

selectina-E fue utilizada como un marcador de activación 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 inducción de la expresión de selectina-E sugiere 
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un mecanismo de inflamación inducido por las PM 10 , lo cual podría llevar a cambios de tipo 

hemodinámico. Por otro lado, la activación de células del endotelio vascular sugiere que la 

expresión de otras proteínas podría ser inducida. Para verificar esto sería necesario evaluar 

la activación de moléculas tales como el factor tisular o la trombomodulina, que son 

moléculas involucradas en el control de la coagulación (Combes et al. 1999), así como la 

expresiones de moléculas como la EMAP-11 que juega un papel importante en los procesos 

proinflamatorios (Tas y Murray 1996) 

El mecanismo que relaciona la exposición a PM10 con incrementos en los procesos 

inflamatorios y problemas cardiovasculares no ha sido determinado. La inducción de la 

expresión de moléculas que participan tanto en la regulación de los procesos inflamatorios 

(Nadadur and Kodavanti 2002), así como de moléculas que participan en la regulación de la 

coagulación (Nemmar et al. 2002b) son algunos de los mecanismos posiblemente asociados 

con la exposición a partículas. Hasta este momento existen datos controversiales en torno al 

efecto de las PMs en cambios en la regulación de la coagulación (Nadziejko et al. 2002), 

pero se necesitan realizar estudios en este campo. El presente estudio evalúa la capacidad 

de las PM10 de la ciudad de México de inducir activación del endotelio vascular utilizando 

selectina-E como marcador. 

Nuestros resultados muestran que las PM10 de la ciudad de México fueron capaces de 

inducir la expresión de selectina-E de una manera dependiente de la concentración (Figura 

14). Por medio de la evaluación por inmunofluorescencia, se ve que las partículas tuvieron 

una diferente capacidad para inducir la expresión de la selectina-E (figura 15), sin embargo, 

al realizar un análisis cuantitativo por medio de citometría de flujo, estas diferencias 

aparentemente desaparecieron (figura 16). Como se puede ver en las figuras 14 y 15, las 

partículas presentaron autofluorescencia en color amarillo y anaranjado. La evaluación de la 
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expresión de selectina-E se realizó con un anticuerpo fluoresceinado y la autoflorescencia de 

las partículas podría presentarse como ru ido de fondo que enmascare las diferencias de 

expresión de selectina-E inducida por las diferentes partículas. Otra posibilidad es que las 

partículas de una zona (las del Sur) induzcan una menor proporción de células activadas, 

pero que esta señal sea mas intensa por cada célula activada. Desafortunadamente no nos 

fue posible discriminar la autofluorescencia e intensidad de fluorescencia detectable en la 

citometría de flujo, al tratar de real izar ajustes por compensación de los diferentes canales de 

detección. 

Debido a que en las imágenes obtenidas con la inmunofluorescencia se observan 

células expresando selectina-E que están asociadas a partículas y otras que no están 

asociadas a partículas, decidimos evaluar el efecto de las fracciones solubles e insolubles 

por separado. La activación de las célu las endotel iales por la fracción insoluble, pero no por 

la fracción soluble de las partículas sugiere que un contacto directo entre las partículas y las 

células es requerido para que se induzca la expresión de selectina-E. Resultados similares 

se han observado cuando la citotoxicidad ha sido evaluada en diferentes líneas celulares 

(Martínez L 2001). 

Existe evidencia que apoya que las partículas inhaladas son capaces de alcanzar el 

endotelio vascular, e incluso cruzar hacia la circulación (Nemmar et al. 2002ª). Por otra parte, 

la expresión de otras proteínas deberían de ser evaluadas para determinar si esta interacción 

directa entre partículas y células es necesaria para la activación del endotelio vascular, o si 

bien es un fenómeno asociado principalmente con la expresión de selectina-E. 

La endotoxina es un componente que puede inducir la expresión 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 PM10 (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 único factor que puede inducir efectos 

proinflamatorios, por lo que otros componentes tales como los metales de transición (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) debería de ser considerados. En el 

presente estudio utilizamos a la pol imixina-B como un bloqueador de la endotoxina (Ning et 

al . 2000, Jimenez et al. 2000, Becker et al . 2002) , pero solamente se observó una inhibición 

parcial cuando se comparó con el efecto inducido por las partículas totales. Debido a que se 

encontró expresión de selectina-E después de que las PM10 fueron tratadas con polimixina-B, 

la endotoxina no puede ser considerada como el único componente responsable de la 

expresión de selectina-E, pero jugando un papel importante, ya que se observaron 

diferencias estadísticamente significativas con respecto a las partículas totales. 

Recientemente hemos realizado evaluaciones del papel de la endotoxina en PM10 y PM2.s en 

las cuales se utilizó una proteína recombinante capaz de neutralizar la endotoxina (rENP) 

(Osornio-Vargas et al. 2003) . En este estudio corroboramos que al neutralizar la acción de la 

endotoxina se inhibe parcialmente el efecto proinflamatorio. 

Se requieren realizar otros estudios para evaluar posibles efectos sinergísticos o 

antagónicos que pudieran presentar diferentes componentes de las PM10. Los resultados de 

este trabajo muestran que las diferentes fracciones de las partículas no son tan potentes 

como las partículas totales. Aún considerando que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre las fracciones, los resultados sugieren que hay una tendencia de que las 

fracciones de las partículas podría estar interactuando de tal modo que incrementaran la 

actividad biológica de las partículas. Esto se hace más 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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partículas. Estudios previos han sugerido este tipo de interacciones. Por ejemplo, cuando el 

vanadio se ha evaluado de manera independiente, se requiere de una concentración muy 

elevada en comparación al contenido de este componente en las partículas para inducir 

efectos en miofibroblastos (Bonner et al. 1998). Es interesante que los niveles de selectina-E 

inducidos por la fracción insoluble de las partículas, fue similar al de las partículas tratadas 

con polimixina-B. Esto resultados sugieren interacciones entre estas dos fracciones. 

Correlación de efectos biológicos con la concentración de componentes 

determinados en las PM10 

Hasta el momento, las evidencias presentadas nos hacen pensar que la composición 

de las partículas son un factor importante que determinan su efecto biológico. Para 

establecer si existen componentes que pudieran ser identificados como posibles 

responsables de los efectos observados, se determinaron los factores de correlación entre la 

concentración de los componentes conocidos, con los niveles de los efectos evaluados 

util izando una correlación lineal de Pearson. Este análisis nos permitió identificar algunos 

componentes que correlacionan fuertemente con diferentes efectos. La citotixicidad 

correlacionó 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 secreción de 

TNFa correlacionó con el contenido de endotoxina, Fe, Ni, V y Pb, mientras que la secreción 

de IL-6 correlacionó con el contenido de endotoxina, cobre, hierro, vanadio, zinc y plomo. La 

expresión de selectina-E no correlacionó con el contenido de los componentes evaluados. La 

presencia de cometas presentó correlaciones discretas con todos los componentes 

evaluados. Se encontró una alta colinearidad entre varios de los componentes evaluados. 

Esto puede deberse a que existan fuentes de emisión comunes para mas de un componente 

de la mezcla. Considerando la alta colinearidad existente entre varios de los componentes, 
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fue necesario establecer dos modelos de análisis de regresión múltiple. El modelo 1 incluyó 

al Ni , Zn y Pb, mientras que el modelo 2 incluyó al Cu, Fe y Endotoxina. Considerando que la 

colinearidad es tan alta entre los componentes del modelo 1 y 2, los valores de R2 ª y "p" para 

estos modelos fueron idénticos. Sin embargo, la determinación de los valores de "p" para 

cada componente de estos modelos, aunado a la regresión por pasos, nos permitió identificar 

a aquellos componentes que "explican" estadísticamente los eventos observados. 

Se observaron correlaciones de la citotoxicidad con el Ni el Zn y la Endotoxina, la 

secreción de TNFa. con el Ni y el Fe y la secreción de IL-6 con la presencia de Pb, Cu y Fe. 

La presencia de cometas correlacionó 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 estadísticamente significativas (Cuadros 6 y 7) con diversos efectos biológicos En 

el caso del Zn se ve que correlacionó con efectos de muerte celular (citotoxicidad, necrosis y 

apoptosis) , mientras que el Fe correlacionó con la secreción de citocinas, necrosis, apoptosis 

y daño al DNA. Esto podría ser de gran utilidad ya que el zinc y el Fe podrían ser 

"indicadores" de las mezclas complejas que son las PM10, especialmente si se considera que 

dichos componentes no presentan colinearidad entre ellos. Estos indicadores nos permitirían 

tener una idea del posible potencial citotóxico de las PMs. 

Debido a que las PM10 son mezclas complejas de las cuales mas del 80% del 

contenido es materia orgánica, sería muy aventurado el señalar como responsable de un 

determinado efecto a los componentes que presentaron correlaciones estadísticamente 

significativas. Sin embargo, estos resultados nos abren varias posibilidades: 1) El elemento 

detectado con alta correlación estadística es el responsable del efecto observado; 2) El 
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elemento detectado presente una alta colinearidad con algún otro componente que es el 

responsable del efecto observado; 3) El elemento detectado que presenta una alta 

correlación estadística es un componente presente una alta colinearidad con algún otro 

componente del que se desconoce su concentración en la mezcla de partículas 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 correlación entre efectos y 

componentes, pero si consideramos los gradientes de concentración de endotoxinas y 

metales (norte > centro > sur), y que únicamente la citotoxicidad muestra un efecto 

diferencial que presenta este mismo gradiente, podemos concluir que la determinación 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 antagónicos entre 

componentes que inducen e inhiben un efecto determinado, 2) Presencia de algún 

componente responsable del efecto medido, del cual desconocemos su concentración en la 

partícula y 3) Si los componentes metálicos presentan diferentes estados de oxidación 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 

partículas que presenten diferencias en la concentración de componentes. Si bien el uso de 

inhibidores "específicos" ha cobrado importancia para determinar el papel que juegan los 

diferentes componentes, muchos de estos inhibidores (v gr. Deferoxamina, N-acetil cisteina, 

manito!, polimixina-b etc.) pueden interferir con procesos celulares que de alguna manera 

podrían repercutir en el efecto que se desea evaluar. Es por esto que la determinación de 
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correlaciones entre efectos y componentes puede ser una buena manera de evaluar a las 

partículas contaminantes atmosféricas. 

Recientemente se ha publicado una evaluación de los efectos citotóxicos 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 evaluación de sales comerciales que el 

potencial tóxico 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 correlación 

con el efecto de citotoxicidad. Esto se puede deber tanto a efectos sinergísticos o 

antagónicos 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 y V, 

mientras que la mezcla de Zn con Ni provoca un mayor efecto de este último. Dada la 

complejidad de la mezcla en PMs, el uso de regresiones múltiples entre niveles de efecto y 

componente puede ser una herramienta útil en el análisis de los efectos tóxicos y nos puede 

ayudar a determinar si la mezcla a la que se expone una población 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 permitirá saber si estas correlaciones son 

un buen indicador de efecto. Este análisis nos permitiría tener una herramienta para estar 

alerta ante la elevación de la concentración de un componente específico en las mezclas de 

partículas. También nos permitiría discernir entre el riesgo de exponerse a concentraciones 

similares de partículas que contengan concentraciones diferentes de componentes tales 

como metales, hidrocarburos o endotoxinas. 

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

tamaño. Múltiples estudios sugieren que el factor determinante para el efecto de una 
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partícula es su tamaño. Hay quien sugiere que las diferencias encontradas en estudios que 

comparan partículas relacionadas con diferentes fuentes de emisión, podrían explicarse por 

diferencias en la distribución en el tamaño de las partículas. Un estudio que derivó de la 

presente tesis demostró que la relación PM10/PM2.5 en diferentes zonas de la ciudad de 

México era similar, sin embargo, los efectos biológicos presentaron resultados consistentes 

con los aquí presentados (Osornio-Vargas et al. 2003). Estos resultados refuerzan de 

manera importante la hipótesis que defiende esta tesis, que señala que la composición de las 

partículas es crucial en sus efectos biológicos. 

Como se puede ver a lo largo de la presente tesis, las PMs tienen efectos biológicos a 

muy diferentes niveles. Si bien este estudio no nos permite concluir cuales son los 

mecanismos que provocan efectos biológicos en un individuo expuesto a partículas, si nos 

permite conocer que la exposición a partículas genera respuestas biológicas que van mas 

allá del efecto mecánico de las partículas, y que los efectos biológicos que inducen pueden 

ser relacionados con los efectos descritos para individuos expuestos a partículas. 

En resumen, podemos volver al diagrama propuesto en la introducción de esta tesis 

para hacer un recuento de los resultados obtenidos y su posible participación en la 

exposición de un individuo: 
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(necrosis, apoptosis) 

/~ 
Daño y remodelación 

pulmonar 

Daño al DNA/reparación 
(cometas) 

---

Epitelio 

Factores inmunosupresores 

Cáncer 

Figura 18: Esquema de los posibles efectos que se pueden inducir en un individuo 
expuesto a PM10. 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 evaluación. 

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 vías que deben ser consideradas para su evaluación. 

Para poder concluir cual es el camino que siguen las células al inducir un efecto biológico, 

será necesario realizar evaluaciones tanto en sistemas en los que se trabajen con cocultivos, 

así como con la exposición de animales e incluso evaluación de personas expuestas. Sin 

embargo, se derivan una serie de hipótesis 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 epidemiológicos. Se puede postular que un 

individuo expuesto a partículas se relaciona con al menos cuatro eventos finales que son: 

lesión pulmonar y remodelación (Bonner et al. 1998, Oye 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 cáncer (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. 

-Daño y remodelación pulmonar: La capacidad de las partículas 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 verá favorecido es el de inflamación de las vías 

aéreas. Por otra parte, si la muerte celular se da por apoptosis, este tipo de muerte va a 

favorecer la remodelación del tejido. La muerte celular por apoptosis también se relaciona 

con el daño al DNA, el cual al ser controlado por medio de la apoptosis evita la perpetuación 

de alteraciones genéticas. 

-Inflamación : Las partículas al depositarse en el tracto respiratorio son capaces de 

activar a los macrófagos los cuales pueden secretar citocinas tales como TNFa, IL-1 bola IL-

6. La secreción de estas citocinas puede provocar la migración de mas macrófagos al sitio 

del depósito de las partículas, o bien puede activar a otras estripes celulares, como puede 

ser el caso del endotelio vascular, facilitando la migración de células monocíticas. 

-Efectos cardiovasculares: Los efectos cardiovasculares pueden darse debido a la 

activación del endotelio vascular como producto de las citocinas secretadas por los 

macrófagos, por el contacto di recto de las partículas con el endotelio vascular o bien a la 
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entrada de las partículas en la circulación. La activación del endotelio vascular puede 

provocar las expresión de moléculas de adhesión como la selectina-E, que participan en el 

reclutamiento de células monocíticas. El proceso de reclutamiento celular provoca cambios 

vasculares en la región en donde se da la migración celular. Además de esto, las células 

pueden sufrir desbalances en el control de la coagulación a nivel de la expresión de 

trombomodulina y factor tisular. 

-Daño al DNA: el daño al DNA se asocia con procesos de transformación celular. 

Sabemos que las partículas son capaces de provocar degradación del DNA así como daño 

que se manifiesta al realizar evaluaciones por el ensayo de cometas. Este tipo de lesiones 

pueden tener diferentes caminos. Por ejemplo, el daño al DNA puede provocar que la célula 

entre en muerte celular por apoptosis. En este caso, la lesión no se perpetúa. Otro camino es 

que la lesión active los sistemas de reparación del DNA de las células. Si el sistema de 

reparación trabaja adecuadamente, el daño será eliminado y la célula podrá seguir sus 

funciones normales. En caso de que el daño no induzca muerte celular y este daño no pueda 

ser reparado, se corre el riesgo de que las lesiones en el DNA se asocien con procesos de 

transformación celular. Para que se establezca un tumor es necesario mucho mas que la 

presencia de mutaciones, pero se tiene evidencia preliminar de que las partículas son 

capaces de inducir la secreción de factores inmunosupresores que podrían favorecer el 

establecimiento de células transformadas. 

Además de las posibles relaciones directas entre un evento y su efecto, tenemos 

interrelaciones entre diferentes efectos. Tal es el caso de la inducción 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 vascu lares. El daño relacionado con el material genético, ya sea por 
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alteraciones en el DNA o por cambios epigenéticos se asocia a la expresión de múltiples 

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 

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

asegurar que sigan una vía única de efecto. 

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

podemos concluir que: 

1) Las PM10 presentan diferentes capacidades citotóxicas dependiendo de la zona de 

la que provengan, siendo las partículas con un mayor contenido de metales de 

transición y endotoxinas las mas citotóxicas. 

2) Las partículas que tuvieron un mayor contenido de metales de transición 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 exposición a las partículas. 

3) Las partículas fueron capaces de inducir efectos proinflamatorios en células 

monocíticas. 

4) La secreción de citocinas mostró un efecto diferencial dependiendo de la zona en la 

que las partículas fueron colectadas, siendo las partículas del Centro las más 

potentes. 

5) Las partículas fueron capaces de inducir la activación de células endoteliales. 

6) No se pudo demostrar que la activación de células endoteliales tuviera una relación 

con la composición de las partículas. Esta dificultad posiblemente se debe a las 

interferencias que la autofluorescencia de las partículas puede provocar en los 
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análisis por citometría de flujo, o a diferencias en la intensidad de la respuesta 

celular. 

7) 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 biológicos. 

8) El uso de análisis de correlación lineal así como el análisis de regresión múltiple 

entre componentes y efectos puede ser una herramienta muy útil en la evaluación 

de partículas contaminantes. Si se validan estas correlaciones, se podrían utilizar 

como indicadores de capacidad tóxica de las partículas. 

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

evaluados. 
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Articles 

Biologic Effects lnduced in Vitro by PM 10 from Three Different Zones of 
Mexico City 
Ernesto Affaro-Moreno, 1 Leticia Martínez,2 Claudia García-Cuellar,1 James C. Bonner, 3 J. Clifford Murray, 4 

lrma Rosas,2 Sergio Ponce de León Rosa/es,5 and Álvaro R. Osornio-Vargas1 

11nstituto Nacional de Cancerolog ía, Mexico D.F., Mexico; 2Centro de Ciencias de la Atmósfera, Universidad Nacional Autónama de 
Mexico, Mexico D.F., Mexico; 3National lnstitute of Environmental Health Sciences, National lnstitutes of Health, Research Triangle Park, 
North Carolina, USA; 4 University of Nottingham, Nottingham, United Kingdom; s1nstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 
"Salvador Zubirán," Mexico D.F., Mexico 

Exposure to urban airbome particlcs is associated witb an increase in morbidity and mortal ity. 
Therc is little experimental evidencc of the mechanisms involved and the role of particle composi­
tion. We assessed cytotoxicity (crystal violet assay), apoptosis [terminal deoxyoucleotidyl trans­
ferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) or annex:in V assay], DNA breakage (comet 
assay), and production of proinflammatory mediators [tumor necrosis factor a (TNFa ), inter­
leukin 6 (lL-6), prostaglandin Ez (PGE.z)) (enzyme-linked immunosorbent assay) , and E-selectin 
(flow cytometry) in cell lines exposed to particulate matter < 10 µm in size (PM JO) obtained &om 
tbe nortbern, central, and southern zones of Mexico City. Particle concentrations ranged &om 
2.5 to 160 µg/cm 2• We used epitbelial, endothelial, fibroblastic, and monocytic cells and assessed 
DNA damage in Balb-c cells, TNFa and IL-6 production in mousc monocytes, and PGE2 in rat 
lung fibroblasts . We dctennincd the exprcssion of E-sclcctin in human endotbelial cclls aod evalu­
atcd thc cytotoxic potential of the PM 10 samples in ali cell rypes. PMJO &om ali three rones of 
Mexico City caused cell deatb, DNA brcakage, and apoptosis, with particles from the north and 
central rones being the most tox:ic. Ali of these PM JO samples induced secretion of proinflamma­
tory molecules, and particles from the central zone were the most potent. Endothel ial cells 
exposcd to PM JO from tbe tbree rones expressed similar E-selectin levels. Mexico C ity PM 10 

induced biologic elfects dependent on the rone of origin , which could be caused by dilferences in 
the mixture or size distribution within particle samples. Our data suggest that particle composi­
tion as well as partide size should be considercd in assessing the adverse elfects of airborne partic­
ulate pollution. Key words: apoptosis, cytotoxicity, DNA breakage, E-selectin , IL-6, Mexico City, 
particle composition, PGE2, PM 10, T N Fa. Environ Health Perspect 110:7 15-720 (2002). 
[Online 4 June 2002] 
http:llehpnetl.11iehs. nih.govldocs/2002/110p715-720alfaro-mormo/abstract.html 

Daily exposure to airborne particulate poUu­
tion in urban zones is associa ted with an 
increase in morbidity and morralicy, mainly 
of cardiopulmonary origin (1) . The increase 
in health risk occurs even when particle con­
centracions are well below esrablished air qual­
iry standard levels . Epidemiologic associarions 
of particles of smaller aerodynamic size with 
m orrality are even more signifi canr. Fo r 
example, che increase in dearh risk repon ed 
for Mexico C ity with respect to total sus­
pended parricles (TSP) is 5.8% in mortali ry 
per 100 µg/m3 TSP increment (2). H owever, 
particles with aerodynamic diam eters of 1 O 
µm and less (PM 10 ) o r 2.5 µm an d less 
(PM2.5) cause a 1.83% or 1.48% incremenc 
in risk of death per 1 O µg/m3 increase of par­
ticulate matter (PM) (3,4) . Therefo re, PM 
size is clearly an imporranr factor in the health 
risk of air pollution in Mexico C ity. Similar 
epidemiologic findings relaring smaller PM 
diameter to increased morraliry have been 
repon ed in severa! ciries around rhe world, 
despite a wide variacion in geographical loca­
rion, climare, or economic developmem ( 1). 

Particl e co mpos itio n m ay also play a 
majo r role in defining rhe relarive roxicity of 
an inhaled parriculate. However, although 

air pollution PM has been implicared in the 
developmenr of several pulmonary d iseases 
(as thma, chronic bronchitis, lung cancer), 
we currendy have little information to define 
che role of parricle composition to rhe pro­
gression of these respirarory diseases ( 5-8) . 
G rowing evidence suggests that several fac­
tors in air pollution PM could play a role in 
promoting and perperuaring a lung inAam­
matory or carcinogenic response. For exan1-
ple, severa! merals derected in Mexico C iry 
PM 10, including vanadium, nickel , and lead, 
are known to cause inAammarion or cancer 
(9). T hese same metals ha ve been repon ed 
to mediare che tox.ic effecrs of Ay ash parti­
cles generated during che industrial burning 
of coal and fue! o il (UJ¡ . Organic compo­
nencs may also play a role in mediating rhe 
inflammarion caused by che inhalarion of 
PM. Lipopolysaccharide (LPS) derived from 
the walls of gram-negative bacteria has been 
considered a major facto r in rhe exacerbacion 
and developm enr of as thma ( 11, 12). W e 
have repon ed that endotoxin is an importanc 
constiruent of Mexico C iry PM 10 ch ar trig­
gers rhe producrion of the pro inilammarory 
cycokin e inte rl eukin 1~ (IL-1~ ) by ra r 
pulm o nary m ac roph ages i n vitro (9) . 
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H ydro ca rbo ns prese nr in particles from 
diese! exhaust have been reponed to increase 
che productio n of toral allergic anribody 
[immunoglobulin E (lgE)] in nasally chal­
lenged individu als, and IgE is known ro 
mediare allergic lung inflammation (13). 
Therefo re, we h ave evidence rhar both 
organic and inorganic componenrs mediare 
rhe roxic effects of air pollution PM. 

In chis srudy, we evaluared PM 10 from 
three different zones of Mexico City (north­
ern , central, southern) on a variety of differ­
ent cell types for rheir potencial in criggering 
a va riety of inflammarory and coxic end 
points in culcured cells in vitro. The north­
ern zone is che major industrial cenrer of the 
ciry, and particles collected from rhe north­
ern zone conrain higher levels of transirion 
metals and sulfur (9) . PM 10 from rhe souch­
ern zone conrains a higher leve! of organic 
material (e.g., pollen) (6) . Automotive emis­
sions, including hydrocarbons from diesel, 
conrribute heavily to rhe PM burden in ali 
three zones (14) . The purpose of che presenr 
srudy was to assess compararively rhe roxic 
and inAammatory potencial of PM 10 samples 
from che rhree zones o f Mexico City and 
relate rhese findings ro che particular particle 
mixture from each zone. 

Materials and Methods 
Reagents. We used che following: Apoptosis 
derection by rhe terminal deoxynucleoridyl 
transferase-mediared dUTP nick-end labeling 
(T U NEL) meth od (Roche, Mannheim, 
Ge rm a ny), apopcos is derecri o n by che 
a nn ex in V m erh od (N ex in s Research , 
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Karrendijke, The Necherlands), enzyme­
linked immunosorbenc assay (ELISA) fo r 
rumor necrosis faccor a (TNFa) and IL-6 
(R&D Syscems, Minneapolis, MN, USA) 
and for proscaglandin E2 (PGE2; Endogen, 
Woburn , MA, USA). We also used bas ic 
fibroblast growch faccor and epider mal 
growch facco r (Prepro Tech, Lond on, 
England). Sera used were bovine fe cal serum 
(Harlan, lndianapolis, IN, USA) and goat 
fecal serum (Sigma, St. Louis, MO, USA). 
Ancibodies were murine monoclonal anci­
body co human E-seleccin (C062E; R&D 
Syscems) , mouse fluorescein isochiocyanace 
(FITC)-conjugaced anci-lgG (Sigma). 

Cells. We used che commercial cell lines 
A549 (human lung epichelium cells) , J774A. I 
(mouse monocyces), and Balb-c (mouse 
fib roblascs). Ali ceU lines were from American 
Type Culcure Colleccion (Manassas, VA, 
USA). O cher primary cell culcures used were 
rae lung fibroblascs (RLF) and human umbili­
cal vein endocheüal cells (HUVEC) , obtained 
from che Nacional Inscicuce of Environmencal 
Healch Sciences and Noccingham Universicy, 
respectively. 

PM sampling. We collecced PM 10 in the 
norchern (induscrial), cenera) (business), and 
souchern (residencial ) zo nes of Mexico Cicy 
(F igure 1) usi ng a high-volume parcicle col­
leccor (GMW model 1200 VFC HVPM 1 O; 
Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA) fo r par­
cicles wi th aerodynam ic diamecer s 1 O µm . 
We used fiberglass filcers (type A/E glass 
6 1638; Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, 
USA) fo r 24-hour sampling ( 1.1 3 m3/min), 
3 days d urin g each week of 1991 and 
obcained a coral of 2 1 O, 211 , and 203 sam­
pl es from ch e so uch , center, and no rch , 
respeccively. To obcain homogeneous sam­
ples chroughouc che year, we selecced a fücer 
each week from each zone co recover parci­
cles. We dry sonicaced filcers for 4 5 min and 
recovered parcicles by smooch sweeping wich 
a brush inco an endoroxin-free fl ask . We 
mixed che parcicles of a single year by zone 
and scored chem dry in endocoxin-free glass 
vials in a dryer ac 4ºC uncil cheir use. We 
decermined meca] and endocox in levels in 
these samples, which we have reporced else­
where (.9) . We prepared suspensions of PM 
(1 mg/mL) immediacely before ceU exposure 
co minimize dissolucion of parcicle compo­
nencs. We used particle concentraci ons in 
µg/cm 2 as a beccer indicacor of exposure co 
cells chac accach and spread on che surface of 
culcure well s, as previously done by our 
group (9,16'¡. We cook care co concrol che 
volume wich whi ch we added parcicles co 
culcures and always maincained an equiva­
lence of 1 µg/cm 2 equals 2 µg/mL. 

Cytotoxicity. We measured cycocoxicicy 
using ch e cryscal violec mechod ( 17). To 
assess cycocoxicicy, we exposed proliferacing 
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or confluenc culcures of Balb-c, J774A. I , 
A549, or RLF cells co parcicle concencracions 
of 1 O, 20, 40, 80, and 160 µg/ cm2 of PM 
sample. For che proli fe racing culcures, we 
seeded cells in 96-well places at a densicy of 
15 ,000 cells/cm2 co decermine cycocoxicicy 
afcer 24, 48, and 72 hr of exposure. For che 
conAuenc culcures, we seeded cel ls in 96-well 
places ac a densicy of 180,000 cel ls/cm2 and, 
once chey were confluenc, exposed chem co 
PM for 24 hr in serum-free culcure medium. 
We decermin ed cycocoxicicy by measuring 
che residual cell number wich cryscal violec 
scai ning wich an ELISA place reader ac 595 
nm (Mulci sca n MS 352; LabSyscems, 
Helsinki, Finland). We calculaced percenc­
age viabilicy comparing che absorbance of 
ex posed culcures wich che abso rbance of 
nonexposed culcures. 

Apoptosis assays. We measured apopcosis 
in A549 and J774A. I using che TUNEL 
assay (18) and in H UVEC usi ng fluores­
ceinaced annexin V fo r phosphacydil serine 
dececcion ( 19) , and performed ch e analys is 
by fl ow cycomecry (Sean Flow; Beccon­
Dickinson, San Jose, CA, USA). We placed 
cells on 6-well dishes ac a densicy of 15,000 
ce ll s/c m2 in 1 % fe tal bovin e se rum 
(FBS)- Oulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM) and ancibiocics. Afcer 24 hr , we 
changed the medium for complete med ium 
(10% FBS- DMEM + ancibiocics) and added 
parcicles from ch e chree regions a t 160 
µg/cm2. We harvesced cells afcer 24 hr and 
perform ed TUN EL or annex in V assays 
fo llowing che manufaccurer's inscrucci ons. 
We assessed 10,000 cells by Aow cycomecry 
and decermined che percencage of marked 
cells, which we considered apopcocic cells. 

Comet assay for DNA breakage. We 
decermined che abilicy of PM 10 co cause ONA 
breakage by agarose gel cellular eleccrophore­
sis following a mechod previously described 
(20'¡. We placed cells 20,000/well and exposed 
co concencracions of 2.5, 5, 1 O, 20, and 40 
µg/cm 2 of PM 10. Afcer 72 hr of exposure, we 
crypsinized cells (0.05%), mixed 10,000 cells 
in 1 % low-fusion-poinc agarose, and chen 
placed che mixture on a slide covered wi th 
previously solidified agarose. We creaced che 
sample wich digescion buffer [ 1 O mM Tris, 
100 mM echylened iam in e-cecraacecic ac id 
(EDTA), 2 M NaCI, 1% Tricon X- 100, pH 
1 O] fo r 30 min, chen rinsed ic in a solucion of 
100 mM NaCI, 1 mM EDTA and subjected 
ic to 50-V elec trophores is for 30 min 
(Horizon 58; Gibco-BRL, Gai ch ersb urg, 
MD, USA). We rinsed che sample in cold 
buffer fo r 5 min and added 1 O µL of 1 µg/mL 
echidium bromide. We randomly analyzed 30 
cells per slide under Auorescence microscopy 
(BX40F; Olympus, Tokyo, Japan) afcer cap­
curing che image wich a video camera (TK­
l 280E, JVC). We measured ch e lengch of 

each cornee using an image analysis syscem 
(PC 1 mage co lor/Windows 3. 1; Foscer 
Findlay, Newcascle, UK). 

Cytokine assays. We exposed confluenc 
cells culcured in 24-well places co increasing 
concencracions of PM 10 (1 O, 20, 40, and 80 
µg/cm2) in 1 mL of DMEM. Afcer 24 hr, we 
collecced cell supernacancs, cencrifuged chem 
ac 14,000 x g fo r 15 min, and frozen chem ac 
-70°C. We used nonexposed cells as negative 
concrol and cells exposed to 10 µg/mL LPS 
from Escherichia coli 055:85 (Sigma) as posi­
cive concrol. We measured TNFa and IL-6 in 
che supernacants of J77 4A. l cells and PGE2 in 
supernacancs from RLF using commercial kics 
following che manufaccurer's inscruccions. We 
express chese resulcs as a percencage of che 
posicive concrols or in pg/mL 

E-selectin expression. W e evaluaced E­
seleccin expression as previously described 
(21). We placed HUVEC on 25 cm2 flasks 
uncil chey reached co nfluency and chen 
exposed chem co 40 µg/ cm2 of PM 10. We 
used TNFa (10 ng/mL) as a posicive concrol 
and unexposed cell s as negacive concrol. 
Afcer 6 hr of exposure, we harvesced cells 
with 1 O mM EDTA in phosphace-buffered 
saline (PBS). We resuspended cells in 20% 
goac feca l serum- PBS for 20 min ac 4ºC, 
rin sed th em in PBS, and th en incubaced 
th em with an ti - E-se leccin antibody ( 1 O 
µg/ mL) for 1 hr at 4ºC, and rinsed and 
resuspended chem in FITC-murine anci-IgG 

20km 

Figure 1. Map of Mexico City. The metropolitan 
a rea 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 ozona 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) zonas; sitas 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 µg/ m L) fo r 30 m in ac 4ºC 
in ch e d ark. We fixed ce ll s with 4% 
paraformaldehyde in PBS and kept them in 
che dark ac 4ºC uneil analys is by flow cycom­
etry. We measured che presence of E-selectin 
in 10,000 cells as fluorescence ineensity after 
subtracting che fluorescence values obtained 
from cdls chat we incubaced in che absence 
of che primary aneibody. 

Statistical analysis. We re pea ted a li 
experimenes ac leasc three times and express 
results as mean ± standard dev iacion . We 
prese n c res ulcs fro m ch e corne e assay as 
median, maximu m, mi n imum , 25 th and 
75 ch percenciles , and ouclying values, and 
express TNFa, IL-6, and PGE2 protein lev­
els (pg/ m L) as a percencage of che va lues 
obcained from che posicive conerols. 

We eval uated cyroroxicicy, O NA break­
age, and cytokine production (TNFa, IL-6, 
PGfi) resulcs by two-way analysis of variance 
(ANOVA), and apoprosis and E-seleccin by 
one-way ANOVA. We perfo rmed ali analyses 
wich lneercooled Stata fo r W indows (version 
6.0, 1999; Scaca Corp .• College Station, TX, 
USA) , and we considered d iffe rences signifi­
cane when p < 0.05. 

Results 
Table 1 presenes PM 10 levels presene in che 
three zones of che scudy during 199 1. 

Cytotoxicity. PM produced a concenera­
tio n-dependenc cyroroxic effec t chac was 
apparene after 72 hr in pro li feracing cel ls of 
monocytic and fib roblascic o rigin (Figure 2). 
Parcicles from che norchern zone showed a 

Table 1. PM10 levels (µg/m3) in three differentzones of Mexico City, 1991 . 

Northern zone Central zone Southern zone 

Mean± SE 121.6 ± 4.08 107.2 ± 3.28 75.7 ± 2.21 
Range 372$-22.9 329.6-39.7 182.7-20.0 
Lower quartile 79.6 720 52.0 
Upper quarti le 158.1 138.0 96.3 

See Bonner et al. (91 far transitional metal and endotoxin content of these sa mples. 
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scatistically significane larger effect than d id 
parricles from the cenera! and souchern zones 
(p < 0.000 1) . Cell types differed in viability. 
Mo nocyti c ce lls were m o re susceptibl e, 
reach ing a 70% loss of viabilicy with 160 
µg/cm 2 of p articl es fro m ch e no rth and 
~ 50% with partid es fro m cenera! o r so u ch 
zone (p < 0. 000 1; Figure 2A). Fibroblastic 
ce lls were less susceptible: 160 µg/ cm2 of 
parricles from che norrh induced 65% loss of 
viabilicy and only ~20% with parricles from 
th e ce ntral o r so uthern zone (p < 0.0001 ; 
Figure 2 8 ). Epithelial cells were che most 
resistane to,PM, with liccle or no loss in viabil­
ity over PM concenrracion ranges (Figure 2C). 

Particles were not cytotoxic in confluene, 
quiescene cultures of any of che cell cypes that 
we exposed co 20-160 µg/cm2 of che PM10. 

Resis ca nce to cycocox ic effec ts occurred 
regardless of che zone of origin of che parricles 
(data noc shown). 

Apoptosis. Parcicles induced low ratios of 
cell death by apopcosis. In J774A. l cells, par­
cicles fro m che chree zones induced similar 
apopros is levels, which were ~ 15% (Figure 
3A). In A549 cells, the apoptos is indexes 

150 

100 

50 

20 40 80 160 20 40 80 160 20 40 80 160 

Concentration (µg/cm1) Concentration (µg/cm1) Concentration (µg/cm2) 

Figure 2. Viability of proliferating cells alter 72 hr exposure to PM10 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). (8) 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 partic le concentration. Viability was determined by the crys­
tal violet colorimetric method. Values are mean + SO. 
*Statistically significan! differences. 
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Figure 3. Percentages of apoptosis induced in cell cultures exposed to 160 µg/cm2 of PM10 from three different Mexico City zones. (A) J774A.1 cells responded 
equally to particles from the three reg ions. (8) A549 cells responded in a gradient pattern from north to south (p = 0.004). (C) HUVEC were affected only by parti· 
eles 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+ SO. 
*Statistically significan! differences. 
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were 4% fo r che souch, 11 o/o for rhe center, 
and 15% for the north (p = 0.004; Figure 
3B). H UVEC showed increased apoptosis 
o nly when ex posed to particles from che 
north (6 ± 1.5%; p = 0.0015 ; Figure 3C). 

DNA breakage (comets). Ali PM 1o from 
M exico C iry we re abl e t o indu ce D NA 
breakage measured as an increase in che elec­
tropho reri c mobility o f nuclear materi al 
(co m er) o f ex posed ce ll s. W e o bse rve d 
dose- response effecrs wirh co ncencrari ons 
between 2.5 and 10 µg/cm 2 (p < 0. 0001 ; 
Figure 4). Northern and central zone parti­
d es produced longer cornees, compared wirh 
those of che so uthern zone (p < 0. 0001 ). 
More chan 50% of che cornees had a lengch 
above che 75rh percentile from control cells, 
with 2. 5 µgicm2 PM 10 from rhe northern or 
the central zone. O n che ocher hand, pani­
cl es fro m the so uchern zo ne req uired 10 
µg/cm2 to induce a similar effecc. Ac concen­
cracions of 20 and 40 µg/cm2, cornee lengch 
did noc increase beyond chac obcained wich 
1 O µg/cm2 (resulcs noc shown). 

Presence of TNFa and IL-6 in super­
natants of ] 774A. 1 cells. Parcicles induced 
T NFa and IL-6 secrecion in chis monocytic 
cell line in a dose-dependent manner, and 
maximal producci on was accained wich 80 
µg/cm2 (p < 0.0001 ). TNFa produccion had 
a trend suggesting chat parcides from che cen­
tral zone were more powerful chan were parti­
d es from northern and southern zones, bue 
we fo und no scacistical significance (Figure 
5A) . IL-6 secretion also showed ch e same 
trend, bue in chis case differences were statisci­
cally significanc (p < 0 .0001 ; Fi gure 5B). 
Maximal T NFa and IL-6 ave rage secretion 
observed wich partides from che center was 
37.7 ± 8.4% and 7. 1 ± 0.3%, respeccively. 
We express chese resulcs as percentages of lev­
els induced by che pos icive contro l of each 
experimenc. Negacive control unexposed cells 
secreted 129 ± 11 6 pg/mL (0.85 ± 0.8 1%) of 
TNFa , whereas cells scimulaced wich LPS ( 1 O 
µg/ mL) reached levels of 17,8 17 ± 4,876 
pg/mL (100%). We did noc dececc IL-6 in 
che supernacanc of nonexposed cells, whereas 
cells srimulared with 10 µg/mL LPS secrered 
2,356 ± 64 pg/mL (100%) IL-6. 

PGE2 production by RLF. PM 10 induced 
PGE2 secrecion in RLFs in a dose-relaced 
manner (p < 0.0001 ; Figure 6). Parcides from 
che central zone always induced che mosc 
PGE2 secrecion (p = 0.0021) . W e obcained 
maximal secrecion ac 40 µg/cm2 with parcides 
from che chree zones, reaching 69 ± 6%, 163 
± 28%, and 9 1 ± 2% for che norchern , cen­
tral. and souchern zo nes, respeccively. We 
express resulcs as percencages of levels induced 
by che posicive control of each experimenc. 
C ulcures unexposed to parcides secreced 60 ± 

1 pg/ m L (5%), and ch ose ex posed co 1 O 
µg/ml LPS, 1,273 ± 13 pg/mL (100%). 
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Expression of E-selectin in HUVEC. 
E nd ocheli al ce ll s had a 25% in crease in 
E-seleccin express ion after exposure to 40 
µg/cm 2 of PM 1o fro m che chree zones of 
Mexico C iry (Figure 7). 

Discussion 
In chis arride we presenc daca indicacing thac 
PM10 from Mexico C iry is able to induce in 
vitro ce ll dea ch , D N A d amage, and ch e 

200 

• 

produccion of TNFa, IL-6, and PGE2 in a 
differential paccern relaced to che sice in che 
cicy where we collecced parcicles (Table 2). 
PM induced chese effec ts in different ce ll 
cypes in a dose-relaced manner, providing 
biologic plausibiliry to epidemiologic scudies. 

Cell deach and apopcosis have been used 
as markers of cell injury induced by urban 
particles (22-24) and mos c recencly have 
bee n pro posed as medi acors in aschm a 

• 
* 

- North 
- Center 

- South 
1 • 

Figure 4. Distribution of comet length in Balb-c cells exposed to PM10 from three Mexico City zonas. All 
samples induced in a dose-related response (p < 0.0001 ). Particles from the northern and central zones 
induced longer comets than did particles trom the south when we used 2.5 or 5 µg/cm2 (p < 0.0001 ). 
Values are the median, 25th and 75th percentiles, and maximum and minimum values. The ovals represen! 
outlying values. Values presentad under the boxes from the center represen! the concentrations (µg/cm2) 
used in these experiments and apply to all three regions. 
*Statistically significan! differences. 
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Figure 5. Particles from three different Mexico City zones induced the secretion of TNFa (A) and IL-6 (8) 
in a dose-related manner in J774A.1 cell cultures exposed to 20, 40, and 80 µg/cm2 PM10• Particles from 
the central zone hada tendency to be more potent, which was statistically significan! for IL-6 (p < 0.0001). 
Results are expressed as a percentage of the values obtained from cells stimulated with 10 µg/ml LPS. 
*Statistically significan! differences. 
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exacerbacion induced by PM (25). In chis 
scudy, we observed cell deach only in prolifer­
acing cells, indicacing che exiscence of vulner­
able poincs during che cell cycle. Similar 
results have been reporced for cells exposed to 
asbestos, bue che significance of chis phenom­
enon remains unknown (16') . Sorne of rhe 
cell lines scudied are more susceptible chan 
ochers. Epichelial cells are che mosc res iscanr 
to parcicle-induced cell dearh. In che case of 
susceptible (monocycic and fibroblascic) cells, 
parcicles from che norchern zone of Mexico 
Cicy had a greacer cytotoxic effecc. A previous 
scudy indicaced chac parcicles from cwo differ­
ent U.S. cities induced cell deach (22,24') and 
apoptosis (24) in human alveo lar macro­
phages ac similar levels. However, che sources 
and type of pollucion in chem were vecy simi­
lar and did not show che conrrasrs described 
for Mexico C icy parcicles. Sublethal doses of 
particles from Mexico Cicy produced DNA 
damage in Balb-c cells (a common cell cype 
used fo r DNA damage assays) (26). The par­
ticipation of apoptos is in ch e cell dea rh 
process was relarively small , suggescing char 
DNA damage could be repaired. Cell dearh , 
apo ptosis, and DNA damage were more 
apparent for parcicles from che northern and 
central zones. This kind of effecr needs fur­
ther scudy as a possible mediator of cancer 
related to air pollution. 

Infl amm atory m edi a rors, including 
cyrokines (e.g., TNFa and IL-6) and 
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Figure 6. Production of PGE2 by RLFs stimulated 
with PM 10 fr om three re gions of Mexico City 
occurred in a dose-relate d manner (p < 0.0001). 
Particles from the central zone induced higher 
PGE2 leve ls at all conce ntrations (p = 0.0021 ). 
Results are expressed as a percentage of the 
values obtaine d from cells stimu lated with 
10 µg/ml LPS. 
*Statistically significant ditferences. 

prosraglandins (e.g., PGE2), play major roles 
in pulmonary inAammarion relared to parci­
cle pollution (23,27.28). PM 10 from Mexico 
Cicy was able to induce rhe production of 
inAammarory mediarors in various cell cypes. 
W e evaluated chis in cell culcures using parti­
cle concenrrarions rhac did not affect cell via­
bili cy. Cells of monocytic origin produced 
increased levels TNFa and IL-6 afrer parci­
cl e srimulacion. Parcicles from rhe central 
zone of Mexico C icy were che mosc porenr in 
causing cytoki ne secretion. We also observed 
a simil ar pattern fo r PGE2 produccion by 
fibroblascs . In endochelial cel ls exposed to 
PM 10, we observed an increase in che pres­
ence of E-seleccin, a molecule chac plays an 
important role in recruiring circulacing 
leukocyres during inAammacion (29). In chis 
case , we found no differenrial effec rs by 
zones. Collecrively, rhese data suggesc rhac 
TNFa, IL-6, and PGEi could be imporcanr 
in mediacing che inflammato ry effeccs of 
Mexico C icy PM in relacion to ch e zon e 
w here we co ll ecced ch e particl es. Other 
aucho rs have also shown rhat parcicles from 
differenc cicies induce che secrecion in vitro 
of proinAammatory molecules but made no 
acrempt ro discuss differences found among 
cities (22). 

lnceresringly, studies showing in vitro 
cellular effects induced by PM collected in 
different cicies of rh e world found such 
effeccs wirh concencrations within che range 
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Figure 7. Expression of E·selectin by endothelial 
cells was stimulated around 25% when incubated 
6 hr with 40 µg/cm2 PM10. We observad no differ· 
ence among regions. 

Table 2. Semiquantitative comparativa appreciation of cellular effects induced by PM10 from Mexico City. 

CY!otoxic effects Proinflammato!}'. effects 
Zone Toxicity Apoptosis DNA damage TNFa IL-6 PGE2 E·selectin 

Northern +++ +++ +++ ++ ++ + ++ 
Central ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ 
Southern ++ + ++ + + ++ ++ 

The number of + symbols indicates the magnitude of the observed effects. 
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we used in chis scudy, despite che facc rhat 
we collected parcicles and handled rhem in 
differenr ways. Unforrunacely, we have no 
instrumenr char allows collecring parricles in 
large amounts wirhour che introduction of 
arcifacts such as loss of volariles (9) or soluble 
componems (24,3{)¡, crapping of parcicles in 
che matrix of che collection substrate (9; pre­
sem resulrs), che introducrion of solvenrs to 
dislodge parricles from che collecting sub­
srrace (14.23) , imroduction of conraminants 
from che colleccing substrate (31), or differ­
ences in che parricle aerodynamic diamerer 
range used (9,23,24,28). Therefore, compar­
isons becween scudies are difficult, and these 
limicacions cannot be overcome umil a stan­
dard mechod for collection exiscs, which 
should be kepc in mind. 

Differences in che metal and endotoxin 
conrenrs previously reponed for rhese parti­
cles from three Mexico Cicy zones (9) may 
accoum for the variacions in effects evaluated 
in chi s wo rk . Metal concenc showed a 
decreasing north-ro-south gradiem, whereas 
endoroxin showed similar concenrrarions in 
che three zones. The relative imporcance of 
metals and endocoxin in mediating che toxic 
effecrs of rhese parcicles is currendy unknown 
(9,10,23,28) . In che presem case, metal con­
tent may be related to che toxic effects pro­
duced by particles from che norchern zone, 
bue less directl y to che proinflammatory 
effect observed with central zone parcicles. 
Particles from che northern zone showed a 
crend to induce cell death and DNA damage 
in proliferating cel ls, whereas those from che 
ce ntral zone induced proinflammatory 
responses. The facc that chis proinAammatory 
effecc became more noriceable when we used 
particles with less metal comem suggests that 
endoroxin effects might then be seen, given 
t hac a p revious srudy showed rhar biologic 
effects induced by these particles may be 
resulrs of synergisms between metals and 
endoroxin (9). The role of endotoxin presenr 
in chese samples is currendy under study in 
our laboratory. However, our knowledge 
about the particle composition is still limited, 
and we cannot eliminare che role of other 
componenrs. 

Ar che presenc time, che roxicicy of air 
pollution parcicles has been largely linked to 
aerodynamic diameter and their capabilicy to 
reach che lower respirarory traer, providing a 
large surface area to inceract with che targec 
ce lls. However, our resulrs provide new 
insight ro che hyporhesis chac particle com­
position can also play a role. Recem epi­
demiologic evidence poinrs in that direction 
and indicares rhat among PM 2.s compo­
nems, elememal carbon, organic carbon, and 
porassium from burning vegetation had a 
positive association with cardiovascular mor­
talicy in che elderly (32). 
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The clear ep idemiologic evidrnce indi­
caring an associa rion berween parricle air 
pollurion, acure adverse healrh effecrs, and 
increased mortaliry has led rn hyporheses of 
pulmonary inflammarion (7), increascd 
blood viscosiry (27), and al rerarions on hearr 
rare va riabil ity (33) as possible mechanisms 
rh rough which air pollurants could rrigger 
adverse cardiopulmonary ou rcomes. We 
have experimental cvidcncc to support cach 
of rhese hyporheses (23,28,34), yer we are 
far fro rn undersranding che parhogenic 
mechanisms involved. The use of various cell 
rypes and end points could prove helpful in 
the furure to explore parhogcnic rnechanisms 
for a wide range of diseases linked to parricu­
late pollution, such as asrhrna, cardiovascular 
disease, and cancer. 

Besides parricle composirion, we need to 
srudy particle size d isrr iburion in PM 10 
samples because particle effecrs could also be 
relared rn PM surface area, as suggesred by 
Schwam er el. (35) . Srudies done by orhers 
in Mexico Ciry have shown rhar che 
PM lo/PM2.5 ra rios do not vary exrensively 
among samples obrained in different regions 
of the city (36,37), giving suppo rr to the role 
of parricle composirion in che resulrs pre­
seiued in ch is study. Esrablishing more accu­
rare rclationships rcquires dcrermin ing 
particle composirion in different size frac­
rions and undersranding potential interacrive 
effecrs among che different particle compo­
nents. Srudies in chis marrer are underwav. 

In conclusion, our rcsulrs supporr' rhe 
hyporh esis thar particle composirion may 
accounr for che differences in rhe inílamma­
tory and roxic responses induced by air pol­
lution parricles from rhree differem zones of 
Mexico City. Panicles from the norrhern 
z.one of Mexico Ciry 1har contained rela­
tively high levels of rransirion merals were 
rhe mosr roxic in assays of cell dea th and 
DNA damage. However, parricles from che 
central zone of rhe ciry wcre che rnosr cffec­
cive in causing the release of inflammarory 
mediators in culrured cells. Furure research 
should idenrify rh e componen! or compo­
nents thar mediare, alone or in cornbinarion, 
rhc cyrotoxic and proinílammarory porential 
of Mexico Cicy air pollurion paniculares. 
The use of biologic response panerns, such 
as che ones presen ted here (Table 2), could 
prove useful indicators of biolog ic effecrs 
induced by complcx polluranr paniculatc 
mixtures, insread 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 múltiples eventos en dife­
rentes momentos. Esto puede ser activado por diferentes estímu­
los, tales como el daño al DNA, citocinas, pérdida de la matriz 
ext racelular, etc. La detección de apoptosis ha adquirido gran 
importancia en el área del cáncer, ya que puede ser útil para co­
nocer el mecanismo de acción de fármacos, mecanismos asocia­
dos a la naturaleza de la enfermedad, efectividad de tratamien­
tos, etc. Debido a que la apoptosis es un proceso dinámico, la 
aparición de los eventos relacionados y su detección van a depen­
der de múltiples factores. Dentro de los procesos comúnmente 
utilizados para detectar apoptosis está la detección de degrada­
ción de DNA, cambios en la simetría de la membrana celular y 
activación de proteínas específicas. 
El propósito de este artículo es describir las principales técnicas 
utilizadas para la detección de apoptosis, así como sus limitacio­
nes. Los criterios descritos en el presente trabajo pretenden ayu­
dar a elegir el método más conveniente para determinar la apop­
tosis. 

Palabras clave: Apoptosis, métodos. 

INTRODUCCIÓN 

La muerte celular es un fenómeno 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 daño 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 
aparición de procesos inflamatorios. Por otra parte, la 
muerte celular por apoptosis es una muerte fisiológica, 
que se puede presentar, ya sea porque el organismo re-

• Subdirección de Investigación Básica, Instituto Nacional de 
Cancerología. 

• • Departamento de Genética y Toxicología 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 . Thi s 
process is known as programmed cell death or apoptosis . Apopto­
sis is a dynamic process in which a cascade of events appear at 
different times. Apoptosis can be induced by various stimuli, 
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. lmportant­
ly, apoptosis detection depends on the moment the cells or tissues 
are studied. The most common events used to detect apoptosis in­
clude the identification o{ DNA degradation by gel electrophore­
sis, changes on the cytoplasmic membrane and activation of spe­
cific proteins. 
The aim o{ 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: Apoptosis, techniques. 

quiere para su desarrollo de la muerte en particular de 
esa célula, o bien porque la célula sufrió un daño irre­
parable y la célula muere en beneficio del organismo. 
En este caso, la célula muere por la activación de una 
serie de mecanismos que provocan que la célula no 
pierda la integridad de su membrana, y sólo va a pre­
sentar pérdida de dicha integridad hacia el final del 
proceso. 1 Esto no se observa in vivo ya que las células 
apoptóticas son eliminadas por fagocitosis antes de per­
der la integridad de la membrana.2 Debido a que la 
apoptosis requiere de la activación de genes para que se 
lleve a cabo este tipo de muerte celular, también ha re­
cibido el nombre de muerte celular programada.3 

La apoptosis fue descrita por primera vez durante 
los años 70 y se basó en las características morfológi­
cas que presentan las células tales como la organiza­
ción de la membrana citoplasmática y condensación 
de la cromatina, entre otras. Es durante los años 80 
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Cuadro 1. Número de publicaciones relacionadas con la apoptosis, se­
gún el Medline hasta enero del 2000. 

Década 

1970s 
1980s 
1990s 

# publicaciones 

34 
220 

29, 188 

que se describe la participación de la apoptosis en 
procesos patológicos y fisiológicos . Durante los años 
90 se vuelve uno de los principales tópicos de estudio 
dentro de la biología (Cuadro 1). 

En la actualidad se ha demostrado que las altera­
ciones en la apoptosis son un mecanismo fundamen­
tal para el desarrollo del cáncer, participando desde 
las etapas iniciales de la carcinogénesis -transición 
de lesiones preneoplásicas a invasoras-, en el fenó­
meno metastásico y por supuesto, en la respuesta a 
los tratamientos antineoplásicos, llámese radiotera­
pia o quimioterapia. 

El papel de la apoptosis en las etapas iniciales de 
la carcinogénesis no está perfectamente claro. En al­
gunas lesiones preinvasoras como las h iperplasias 
atípicas y carcinoma in situ de la glándula mamaria, 
lesiones premalignas de estómago y cavidad oral4-6 se 
ha observado un incremento de la apoptosis lo cual 
parece contradecir el pensamiento simplista de que 
la transición a una lesión invasora necesariamente 
debe acompañarse de menor apopt osis. Se conoce 
que el fenómeno de transformación o malignización 
es un proceso ineficiente en el sen t ido de que para 
que ocurra se necesita alter aciones en genes que al 
mismo t iempo que aumenten la proliferación inhi­
ban la apoptosis, de ot ra manera, como se ha obser­
vado experimentalmente, el solo aumento de la proli­
feración puede acompañarse de mayor apoptosis. 7 El 
incremento de apoptosis en las lesiones preinvasoras 
por lo tanto, puede interpret arse como un mecanis­
mo de defensa del organismo para eliminar las célu­
las con daño genético de un grado menor al requeri­
do para t ornarse malignas. Otr a explicación sería 
que el grado de apoptosis de las lesiones preneoplási­
cas fuera específica de tejido. Por ejemplo, en lesio­
nes premalignas de colon8 se observa mayor expre­
sión del gen ant iapoptótico bcl-2 y menos apoptosis. 
Esta variabilidad en la detección de apoptosis indica 
que nuestro conocimiento del papel de la apoptosis 
en la carcinogénesis es aún incompleto, y que en par­
te, la variabilidad puede ser debida a las técnicas uti­
lizadas para su detección en los difer entes estudios. 

El papel de la apoptosis en el fenómeno metastási­
co parece ser un poco más evidente. Como se mencio-

nó previamente, la pérdida del contacto con lama­
tr ix extracelular y la deprivación de factores de creci­
miento son dos est ímulos apoptóticos potentes. Es­
tos estímulos protegen al organismo del crecimiento 
celular más allá de los límites impuestos. Actual­
mente se conoce que si bien el encontrar células ma­
lignas circulantes es un fenómeno muy común, no 
todas estas células tienen la capacidad de establecer­
se y crecer en otros órganos o tejidos distantes. 9 

Para lograrlo necesitan adquirir alteraciones genéti­
cas adicionales que supriman la apoptosis. Esto está 
demostrado en varios sistemas en donde la transfec­
ción de genes antiapoptóticos como bcl-21º o dismi­
nución de la expresión de genes preapoptóticos como 
bak, 11 permiten a las células malignas poder sobrevi­
vir en suspensión y adquirir la capacidad de formar 
metástasis. 

Tradicionalmente se había considerado que la 
quimioterapia cit otóxica y la radioterapia actuaban 
por producir daño al DNA con la subsecuente falla 
mit ótica y muerte celular. Sin embargo, ahora se 
sabe que las drogas citotóxicas y la radiación utili­
zan los mecanismos endógenos de apoptosis para 
inducir su efecto antitumoral. 12 De hecho, la mayo­
ría de los experimentos realizados para identificar 
los eventos bioquímicos implicados en la apoptosis 
se h an hecho utilizando drogas quimioterápicas. 
Las evidencias sugieren que en las etapas más tem­
pranas del cáncer, a pesar de que ya existen altera­
ciones en la apoptosis, las células son más sensibles 
a los estímulos apoptóticos que en las lesiones más 
avanzadas.13 Esto correlaciona con lo observado en 
la clínica en cuanto a que los pacientes con menor 
carga t umoral muestran mejor respuesta a la qui­
mio o r adioterapia . 

Debido a que la apoptosis es un proceso dinámico, 
se presentarán diferentes características 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 están 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 duración de los procesos rela­
cionados, así como el proceso de eliminación de la cé­
lula apoptótica 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 sincrónico, por lo que la 
búsqueda de un marcador tanto in vivo como in vitro 
es representativo de un momento específico. 
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Una de las características que tiene la muerte por 
apoptosis en un organismo, es que las células son fa­
gocitadas para evitar la presencia de necrosis secun­
daria, 2 por lo que muchas veces se vuelve difícil 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 podrían ser considera­
dos como marcadores tempranos. 

MÉTODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCIÓN 
DE APOPTOSIS 

Debido a que la definición de apoptosis fue creada 
con base en parámetros morfológicos consideramos 
que es el primer parámetro a ser revisado. 

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

Una de las primeras manifestaciones morfoló­
gicas de la presencia de muerte celular por 
apoptosis es la pérdida de la unión celular, así 
como cambios en la presencia de estructuras 
especializadas, como lo son las microvellosi­
dades. Al mismo tiempo se observan cambios 
en la organización de la membrana citoplas­
mática y la aparición de condensación de la 
cromatina. Conforme el proceso avanza se 
puede observar la aparición de fragmentación 
nuclear. También se presentan cambios en el 
retículo endoplásmico, en donde se observan 
fusiones con la membrana citoplasmática.3 

Para determinar estos cambios en la célula 
apoptótica se pueden utilizar tanto la micros­
copia de luz (campo claro, fluorescencia), como 
la microscopia electrónica. Por medio de la mi­
croscopia de luz se pueden apreciar cambios en 
la organización celular, tales como la conden­
sación de la cromatina o la aparición de cuer­
pos apoptóticos, que son fragmentos celulares 
que se desprenden durante el proceso de muer­
te. Para apreciar alteraciones celulares como 
cambios en microvellosidades, así como altera­
ciones mitocondriales o del retículo endoplás­
mico es necesario recurrir a la microscopia 
electrónica. 
Se debe de tener cuidado con la búsqueda de 
los cambios morfológicos, 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) Detección de degradación del DNA. 

Uno de los procesos que se asocian general­
mente con la apoptosis es la degradación de 
DNA de forma específica entre nucleosomas. 
Es sabido que durante el proceso de muerte 
celular por apoptosis se presenta la síntesis 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 
apoptóticas es posible observar la aparición de 
un patrón característico de DNA en escalera, 
mejor conocido como ladder de DNA, el cual 
contiene fragmentos discretos, múltiplos del 
tamaño de un nucleosoma que recuerdan la 
imagen de los peldaños de una escalera. 1 

Existen diversos métodos para detectar la degra­
dación del DNA asociada a la apoptosis. El método 
más comúnmente utilizado es la extracción de DNA 
con fenol/cloroformo y su precipitación con etanol. 14 

Este método presenta el inconveniente de que los 
fragmentos pequeños pueden perderse durante las 
extracciones, por esto se han desarrollado métodos 
en los que se eliminan los pasos de extracción y en 
los que lisados celulares son digeridos con RNAsas y 
proteinasa K para después realizar el corrimiento 
electroforético. 15 Este método se realiza en mucho 
menor tiempo, y elimina el problema de las extrac­
ciones orgánicas. Otro método propuesto para no 
perder los fragmentos pequeños, e incluso enrique­
cer su contenido es el descrito por Daniel y colabora­
dores, 16 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 volúmenes pequeños, por lo que las concentracio­
nes de DNA obtenidas son adecuadas para realizar 
análisis electroforéticos. 

Durante algún tiempo se consideró la aparición de 
esta degradación 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 degradación del DNA. Hoy en 
día se sigue utilizando este tipo de análisis para deter­
minar la apoptosis, aunque algunas consideraciones 
deben ser tomadas en cuenta para su análisis: 

a) La aparición del patrón en escalera de DNA es 
un proceso tardío por lo que no siempre se pue­
de detectar in vivo. 
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b) Algunas estirpes celulares no presentan este tipo 
de degradación de DNA y en particular es difícil 
de encontrar en células epiteliales y murinas. 

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

Otro método que se ha utilizado para medir la de­
gradación internucleosomal es la detección de las 
proteínas presentes en los nucleosomas (histon as), 
en placas de 96 pozos mediante un anticuerpo aco­
plado con un enzima que genera una reacción 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 necró­
tica también puede liberar DNA y nucleosomas al 
medio al presentarse la lisis celular. 

Por otra parte, el proceso de degradación de DNA 
no necesariamente va a presentar el patrón de degra­
dación a nivel internucleosomal, pero es posible detec­
tar degradaciones más tempranas por medio del méto­
do de electroforesis de pulso-campo. Por medio de este 
método es posible detectar fragmentos grandes de 
DNA que pueden llegar hasta 10 megapares de ba­
ses.18 Se sabe que la fragment ación de DNA en la 
apoptosis a nivel internucleosomal, va precedida por 
la aparición 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 fragmentación .19 

3) Detección de degradación de DNA en células 
individuales por medio de marcaje del DNA. 

Debido a que la degradación del DNA es una 
de las características más importantes de la 
apoptosis, se han desarrollado diferentes mé­
todos que permiten analizar individualmente 
cada célula, en busca de est a degradación. 
Uno de los métodos más utilizados es el de 
marcaje de DNA de hebra sencilla por medio 
de una t ransferasa terminal2° que adiciona 
nucleótidos marcados al DNA en extremos 3' 
libres. Dichos nucleót idos pueden estar mar­
cados con fluorescencia, o bien se pueden de­
tectar por métodos de inmunohistoquímica. 
Este método se conoce como método de TU­
NEL (transferase-mediated dUTP nick end­
labeling) y se puede utilizar tanto para la de­
tección por medio de citometría de flujo, 
como por microscopia. Esta técnica permite 

determinar la presencia de fragmentación de 
DNA en células individuales, por lo que es 
posible conocer la proporción de células que 
están muriendo por apoptosis en un determi­
nado momento. Por otra parte, durante la ne­
crosis también se presenta degradación de 
DNA aunque ésta no presenta el patrón de de­
gradación internucleosomal presente en la 
apoptosis, pero esto no es posible de distin­
guir por este método, 21 por lo que se sugiere 
que se complemente con otra técnica, como 
puede ser la evaluación morfológica. 
Otra técnica ampliamente utilizada es la deter­
minación del ciclo celular por citometría de flu­
jo. Este ensayo se basa en la detección del conte­
nido de DNA en la célula. Al haber degradación 
del DNA se van a encontrar células que presen­
tan un menor contenido de DNA, lo cual apare­
ce en el histograma de la citometría por abajo de 
la región en la que se encuentran las células an­
tes de la replicación del DNA (GO-Gl), por lo 
que podrían estar en apoptosis. 22 

Ot ro método que ha sido desarrollado para la 
detección individual de células apoptót icas es 
el de la detección de cadenas sencillas de 
DNA por métodos de inmunohistoquímica, el 
cual parece tener una sensibilidad similar al 
ensayo de TUNEL. 23 

4) Detección de la activación de caspasas. 

La determinación de la activación de las mo­
léculas que disparan el proceso de apoptosis 
ha adquirido gran importancia en la detec­
ción de apoptosis. Tal es el caso de las caspa­
sas, que son una serie de cistein-proteasas que 
se encuentran en forma de zimógeno en todas 
las células.24 La activación de la caspasa 3 se 
utiliza como marcador temprano de la apopto­
sis. 25 Este tipo de marcadores es de gran im­
portancia, ya que la detección de apoptosis in 
vivo por métodos que detectan la degrada­
ción de DNA, no siempre es exitosa, ya que 
estas células pueden ser removidas antes de 
qu e dicha degradación se presente. La deter­
minación de la activación de la caspasa-3 
presenta la gran ventaja de que es un evento 
que t iene una alta correlación con la induc­
ción 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 detección de apoptosis. 

Método 

Morfología celular (1) 
Electroforesis de DNA (2) 
Electroforesis de DNA de 
pulso-campo (2) 
ELISA para nucleosomas (3) 
TUNEL (1 y 4) 
Detección de ploidía (4) 
Detección de DNA de cadena 
sencilla (4) 

Detección 

Cambios en la morfología celular 
Degradación internucleosomal 
Fragmentos de 50 y/o 300 Kpb 

Degradación internucleosomas 
Marcaje terminal de DNA 
Contenido celular de DNA 
Detección de degradación de DNA 

Nivel 

Célula individual 
Población celular 
Población celular 

Población celular 
Célula individual 
Célula individual 
Célula individual 

Momento 

Temprano y tardío . 
Tardío 
Temprano 

Tardío 
Temprano y tardío 
Tardío 
Temprano y tardío 
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Detección de la exposición 
de fosfatidil serina (1 y 4) 

Cambios en la simetría de la membrana Célula individual Temprano 

1) Microscopia óptica o electrónica 
2) Electroforesis 
3) Ensayo inmunoenzimático o ELISA 
4) Citometria de flujo 

5) Evaluación de la simetría de la membrana ce­
lular. 

Otro evento temprano presente en la apopto­
sis es la pérdida de la simetría de la membra­
na citoplasmática. 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 característica de ser semiper­
meable está presente, sin embargo se presen­
tan cambios en su simetría. Tal es el caso de 
la distribución de la fosfatidil serina, la cual 
es una molécula que se encuentra orientada 
hacia el interior de la célula,26 y cuando una 
célula entra en el proceso de muerte por apop­
tosis, uno de los eventos tempranos es la ex­
posición de fosfatidil serina hacia el exterior 
de la membrana celular. Debido a este cambio 
en la simetría 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, 
serán aquellas que se encuentran en apopto­
sis. La detección de anexina V se puede acom­
pañar de una tinción 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 tardía en la cual ya se encuentra 
presente la necrosis secundaria. Esta técnica 
requiere de la utilización de células íntegras, 
por lo que su uso se recomienda para estudios 
in uitro, aunque también puede ser utilizada 
en análisis de apoptosis en muestras obteni­
das para análisis citológicos, o bien para de­
tectar apoptosis en sangre. 27 

Como se puede ver, la determinación de apop­
tosis está relacionada con diversos parámetros, 
y es necesario considerar diferentes aspectos 
para elegir el método que se va a utilizar (Cua­
dro JI) . Por esto es recomendable que se anali­
ce la bibliografía relacionada, ya que se corre el 
riesgo de utilizar un marcador inadecuado 
para la población que se desea evaluar. Sin em­
bargo, los métodos que resultan más confiables 
para la detección de apoptosis son la determi­
nación de alteraciones morfológicas, el ensayo 
de TUNEL, así como la detección de cambios 
en la simetría de la membrana celular y la acti­
vación de las caspasas. 
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