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Efecto de las particulas de biocombustibles sobre la capacidad bactericida

de los macréfagos para eliminar a Mycobacterium tuberculosis
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RESUMEN

La exposicion al humo de biocombustibles se ha relacionado con el desarrollo
de enfermedades del tracto respiratorio, tales como la tuberculosis pulmonar.

Con la finalidad de evaluar si la capacidad de los macroéfagos para eliminar a
M.tb se modifica después de la exposicidon a particulas generadas durante la
combustion de la biomasa, se obtuvieron extractos organicos presentes en las
particulas del humo de lefia. Este extracto se caracterizO mediante
espectrometria de masas y HPLC identificAndose mas de 20 compuestos
diferentes (hidrocarburos aromaticos policiclicos). Los mas relevantes son:
benzo-a-antraceno, fluorantreno y pirenos que se han reportado como agentes
carcinogeénicos y toxicos. Los diametros del 60 % de las particulas retenidas en
filtros de nitrocelulosa durante el muestreo son menores a 2.5 ym permitiendo su
ingreso a la zona alveolar. Para la obtencion de macréfagos se utilizé la linea
celular de monocitos THP-1 la cual se diferencié con PMA. Adicionalmente se
estudiaron macrofagos derivados de monocitos obtenidos a partir de donadores
sanos mediante gradiente de centrifugacion diferencial y seleccion positiva por
inmuno-magneto con anticuerpos monoclonales anti-CD14.Los cambios en el
cultivo de macréfagos expuestos a diferentes concentraciones de E.O se
observaron mediante microscopia. La expresion de moléculas de superficie asi
como el cambio en el potencial de membrana mitocondrial se analiz6 mediante
citometria de flujo. En la caracterizaciéon fenotipica de los macrofagos expuestos
a concentraciones crecientes de extractos organicos durante 24 horas para
identificar cambios en el perfil de expresidon de receptores de superficie
asociados con maduracion (CD14, CD68) activacion celular (CD80, CD86, HLA-
DR, receptor tipo 1 para IL-1 y receptor tipo 1 y tipo 2 para el TNF-a.) y algunos
otros que participan en la fagocitosis (DC-SING, MMR), solo se identificé un
aumento estadisticamente significativo al evaluar la IMF del receptor tipo 1 para
IL-1 a la concentraciéon de 20 pg/ml de EO (p<0.05,n=5), asi como una
disminucién en el porcentaje de expresion del marcador de maduraciéon CD68
(p<0.05,n=5).Los procesos de muerte celular se evaluaron inicialmente utilizando
ensayos de citotoxicidad por tincién con cristal violeta con aumento significativo
a las concentraciones de 5ug/ml (p<0.05) , 10 y 20 pg/ml (p<0.0001) y
posteriormente por la técnica de ELISA para la deteccién de histonas como
indicadores de muerte celular, se identificaron cambios estadisticamente

significativos a la concentracion de 20upg/ml para histonas intracelulares y
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extracelulares (p<0.05,n=5).El cambio en el potencial de membrana mitocondrial
realizado por tincion con Mitotraker Red y Anexina V medido por citometria de
flujo indico cambios significativos en el porcentaje de células positivas a la
tincion asi como en su IMF. Analizamos el crecimiento bacteriano de M.tb en
macrofagos expuestos a dosis crecientes de extractos organicos. Los resultados
mostraron una disminucién en la capacidad del macrofago para controlar el
crecimiento del bacilo (p<0.05, n=5).Identificamos que los macréfagos expuestos
a EO pierden el potencial de membrana mitocondrial de una manera
concentracion dependiente, ademas de incrementarse la susceptibilidad de morir
por necrosis y apoptosis. Estos procesos parecen ser independientes de
caspasas y dependientes de la concentracion del extracto organico al que los
macrofagos se exponen. Estos cambios en los mecanismos inmunologicos
pueden favorecer el crecimiento descontrolado de M.tb en los macrofagos
expuestos y ser una de las causas responsables del desarrollo de la tuberculosis

pulmonar en individuos expuestos de manera cronica al humo de biomasa.



ABSTRACT

Exposure to the smoke of biofuels has been related to the development of
diseases of the respiratory tract, such as pulmonary tuberculosis.

With the purpose of assessing whether the ability of macrophages to eliminate M.
tb is modified after exposure to particles generated during the combustion of
biomass, extracts were obtained organic particles present in the wood smoke.
This extract was characterized by mass spectrometry and HPLC identified more
than 20 different compounds (polycyclic aromatic hydrocarbons). The most
relevant are: benzo-a-anthracene, fluorantreno and pirenos that have been
reported as toxic and carcinogenic agents. The diameters of the 60 per cent of
the retained particles in nitrocellulose filters during the sampling are lower than
2.5 pm allowing your income to the alveolar area. For the obtaining of
macrophage cell line was used in THP-1 monocytes which are differentiated with
PMA. In addition we studied macrophages derived from monocytes obtained
from healthy donors by differential centrifugation gradient and positive selection
by immuno-magneto with monoclonal antibody anti-CD14 .Changes in the
cultivation of macrophages exposed to different concentrations of E. OR were
observed by electron microscopy. The expression of surface molecules as well
as the change in the mitochondrial membrane potential was analyzed by flow
cytometry. In the phenotypic characterization of the macrophages exposed to
increasing concentrations of organic extracts for 24 hours to identify changes in
the expression profile of surface receptors associated with ripening (CD14,
CD68) cellular activation (human CD80, CD86, HLA-DR, receptor type 1 for IL-1
and receptor type 1 and type 2 for the TNF-a.) and some others involved in the
phagocytosis (DC-SING, MMR), only identified a statistically significant increase
in assessing the MFI of the receiver type 1 for IL-1 to the concentration of 20
pg/ml of EO (p<0.05, n= 5), as well as a decrease in the percentage of
expression of maturation marker CD68 (p<0.05, n= 5). The processes of cell
death was initially assessed using tests of cytotoxicity by staining with crystal
violet with a significant increase in the concentrations of 5 ug/ml (p<0.05), 10 and
20 pg/ml (p<0.0001) and subsequently by ELISA for the detection of histones as
indicators of cell death, statistically significant changes were identified to the
concentration of 20 pg/ml for histones intracellular and extracellular (p< 0.05,
n=5). The change in mitochondrial membrane potential made by staining with
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Mitotraker Red and Annexin V measured by flow cytometry indicated significant
changes in the percentage of cells staining positive as well as in their IMF. We
analyze the bacterial growth of M.tb in macrophages exposed to increasing
doses of organic extracts. The results showed a decrease in the ability of the
macrophage to control the growth of the bacillus (p<0.05, n= 5). We identified
that the macrophages exposed to EO lose the mitochondrial membrane potential
of a concentration dependent manner, besides increased the susceptibility of die
by necrosis and apoptosis. These processes seem to be independent of
caspases and dependent on the concentration of the organic extract that the
macrophages are exposed. These changes in immunological mechanisms can
promote the uncontrolled growth of M.tb in macrophages exposed and be one of
the causes responsible for the development of pulmonary tuberculosis in

individuals chronically exposed to biomass smoke.



INTRODUCCION

Exposicion a las particulas generadas por la quema de biocombustibles a

nivel mundial.

La exposicion a particulas de humo de biocombustibles (PHBC) y contaminantes
ambientales es causa directa de problemas en la salud, ya que predispone a
infecciones agudas del tracto respiratorio, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, asma, cancer y tuberculosis pulmonar, entre otras [1-5]. Publicaciones
recientes muestran que cada afio se presentan aproximadamente 1.5 a 2
millones de muertes a nivel mundial que estan relacionadas con la exposicion a
diversos biocombustibles [6]. Actualmente se considera que la contaminacion
intramuros por humo de biocombustibles es uno de los 10 factores de riesgo
mas importante para dafos a la salud, especialmente en los paises en vias de
desarrollo [7]. En estos paises, el uso intradomiciliario de biocombustibles es
considerado como la principal fuente de contaminacion ambiental en areas
rurales y participa a su vez en la contaminacidon de areas urbanas [8].

Se estima que aproximadamente 50% de la poblacion mundial utiliza algun tipo
de biocombustible para diversas actividades del hogar, y cerca del 90 % de los
usuarios pertenecen a paises en desarrollo, o anterior es debido principalmente
a su accesibilidad y bajo costo en comparaciéon con los combustibles “limpios”
que producen un numero menor de particulas suspendidas que resultan
contaminantes [9]. En paises como India, China Turquia y la regién de Africa sub
Sahara la combustién de la biomasa (madera, carbodn, estiércol y residuos
agricolas) en zonas rurales representa mas de un 80% de la energia doméstica
utilizada [5, 10-12].

La quema intramuros de combustibles sdlidos produce altos niveles de material
particulado con un diametro aéreo de 10um (PM10) y un rango de concentracion
de 300 a 3000 pg/m?® y material particulado de 2.5 um de didmetro (PM2.5) a una
concentracion de 256ug/m®24 horas. Se estima que las mujeres que utilizan
combustibles solidos en ambientes cerrados inhalan aproximadamente 25
millones de litros de aire contaminado durante su vida, en la actualidad el
desarrollo de estufas ecolégicas para disminuir esta exposicion no ha

encontrado el impulso suficiente para impactar a las comunidades afectadas



[13]. Se ha documentado que la exposicidn cronica al humo de la biomasa
duplica el riesgo de contraer alguna infeccion en las vias respiratorias bajas [14].
En México, segun lo reportado por Masera y colaboradores en 2003, el suroeste
y centro del Pais tienen un uso prioritario de la lefia como combustible,
existiendo aproximadamente 262 puntos “calientes” o municipios donde el uso
de la lefia puede generar un problema de salud [15]. Segun las investigaciones
realizadas por Masera y colaboradores se muestra que la distribucion de
usuarios en México se concentra en la regidon suroeste del pais, especificamente
en Guerrero, Oaxaca, Tabasco, Quintana Roo y Michoacan [Figura 1], en donde
también se concentran las poblaciones con indices de pobreza mas altos y en

los cuales la disposicion del biocombustible es asequible [16].
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Figura 1. Usuarios de lefia como combustible en México. Los puntos rojos

representan los municipios con mas de 15,000 usuarios de lefia. [16].

De acuerdo con datos provenientes del INEGI para el censo de poblacion y
vivienda de 2010 se registré una disminucién en el uso de biocombustibles de
21.2% a 14.5% en los ultimos 20 afos, de este 14.5% el 90% de los usuarios de
biocombustibles se concentra en zonas con un menor indice de desarrollo
humano (IDH) donde nueve de cada 10 viviendas sigue utilizando carboén o lefia

como combustible principal [17].



Caracteristicas fisicoquimicas de las particulas de combustion de biomasa.

Las particulas suspendidas en el ambiente pueden variar en composicion,
tamafo y caracteristicas de superficie dependiendo de su origen [18, 19],
aquellas particulas liberadas durante la combustién de la lefia pueden varian en
sus caracteristicas dependiendo del tipo de combustion al que sea expuesta la
madera asi como de sus propiedades intrinsecas, como son el grado de
humedad ambiental o el tipo de lefa [19].

Una de las caracteristicas fisicas mas importantes de las particulas que
componen el humo de lefa, es su tamanfo ya que pueden depositarse en
distintos niveles del tracto respiratorio, aun y cuando el sistema respiratorio
humano esté dotado de mecanismos de defensa innatos como los cilios y la
produccion de moco [20, 21]. Estas barreras solo retienen a las particulas con
diametros superiores a los 10um, mientras que aquellas particulas con un
diametro menor son capaces de alcanzar el arbol traqueo-bronquial y aquellas
con un diametro inferior a 2.5um vy las ultrafinas, pueden ingresar hasta la zona
bronquiolo-alveolar [10, 22].

Las particulas contenidas en el humo de lefa estan formadas por carbdn
primario y tienen la capacidad de adsorber diversos compuestos organicos a los
que se le atribuye la mayor parte de la actividad toxica en la particula [23]. Las
particulas del carbon primario tienen una microestructura que consiste de
diferentes capas planas bidimensionales que rodean un solo nucleo, en
contraste con las particulas provenientes de la quema del diesel las cuales
tienen mas de un nucleo con diametros menores. Se ha reportado que esta
caracteristica fisica en la particula de humo de lefia podria ser importante ya que
permite adsorber un mayor numero de compuestos organicos como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos [24].

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos presentes en las PHBC
dependen de muchos factores, incluyendo el tipo de biocombustible utilizado, las
condiciones de la combustibn ya sea a bajas temperaturas (combustion
incompleta) o altas temperaturas (combustién completa), la altitud e incluso el
tipo de estufa o fogén [4]. La combustién ineficiente de los biocombustibles, que



ocurre en altas temperaturas y condiciones de deficiencia de oxigeno (pirolisis)
produce una enorme variedad de contaminantes quimicos, entre los que
destacan el monoxido de carbono (CO) y el material particulado suspendido
(PM), asi como Oxidos de nitrégeno, benceno, butadieno, formaldehido,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y otros subproductos
caracterizados por su toxicidad y/o carcinogenicidad [1, 25].

En el humo de lefia se han identificado mas de 200 compuestos quimicos de los
cuales el 90% se encuentra en un rango inhalable <10um [26], de estos existen
algunos componentes presentes en todos los tipos de combustion de lefia como
son; CO, NO,;, SO,, aldehidos, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
componentes organicos volatiles y radicales libres [27, 28].

Cada uno de los componentes presentes en el humo de la combustidén de la
madera presentan caracteristicas toxicas; dos de los compuestos mas
importantes presentes en el humo de la lefia son el mondéxido de carbono (CO)
que representa entre 80 y 370 gramos por cada kilogramo de leha en
combustion y es responsable del 21.7% de la mortalidad a causa de exposicion
accidental sufrida por la combustidon de lefia intramuros [24, 29], y los HAPs, aun
cuando estos representan solo el 1% en la composicién quimica del humo de
lefia [24] se les confiere la mayoria de las caracteristicas toxicas de la particula.
La mayoria de estos HAPs estan relacionados con procesos mutagénicos y de
dafio al ADN ademas de mostrar una alta habilidad para generar estrés oxidante
[30]. Adicionalmente se pueden identificar compuestos como dioxinas, alquil-
bencenos y especies monoaromaticas oxigenadas que en conjunto representan
menos del 10% de la composicion total la particula; se ha descrito que pueden

actuar como contaminantes irritantes [29].

Participacion de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en la toxicidad
de las PHBC.

Desde 1775 se conoce el efecto carcinogénico y téxico de los derivados del
carboén y petréleo, Sir Percivall Pott describié una mayor incidencia de cancer de
piel de escroto en los deshollinadores, quienes estaban expuestos durante
periodos largos a los compuestos derivados de la lefia y el alquitran, este hecho
fue considerado la primera descripcion de un agente cancerigeno ambiental y la

primera referencia de una enfermedad profesional [31]. Sin embargo, fue hasta
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el afno de 1921 cuando se aisl6 el primer HAP en estado quimicamente puro a
partir del alquitran; estudios posteriores con estos compuestos demostraron que
los HAPs eran responsables del desarrollo de cancer en modelos
experimentales in vivo [32] iniciando de esta manera el estudio de los HAPs.

Los HAPs son los compuestos organicos con mayor grado de toxicidad
generados durante la combustion de la biomasa en el proceso de pirolisis 0
combustion incompleta de la materia organica. Este proceso es denominado
incompleto porque durante la combustibn hay una deficiencia de oxigeno
impidiendo la adecuada formacion de CO, y H,O lo cual favorece que el
combustible no reaccione completamente con el oxigeno provocando Ila
formacion de mondxido de carbono (CO) e HAPs [33-35]. Existen mas de 100
HAPs identificados, formados por anillos de carbono que pueden ser saturados o
insaturados, sus caracteristicas de saturacion asi como su configuracion
espacial determinan sus caracteristicas quimicas y biolégicas [36], son
compuestos altamente lipofilicos y se encuentran como sustancias complejas
volatiles o adsorbidas a las particulas de carbon [34, 37].

Las fuentes de HAPs pueden ser naturales tales como los incendios forestales y
erupciones volcanicas o antropogénicas como la combustion de biomasa, uso de
tabaco, coccion de alimentos, actividades industriales, y emisiones vehiculares
[34]. Uno de los HAPs mas estudiado por sus efectos cancerigenos e
inflamatorios es el Benzo-a-pireno el cual es generado también a una
concentracion elevada en diversos procesos industriales.[38, 39].

La principal via de ingreso de los HAPs al organismo es la inhalacidén, seguida
de la ingestion de alimentos cocidos a fuego directo y por ultimo la absorcion a
través de la piel [37]. Una vez que estos hidrocarburos son absorbidos por el
organismo son distribuidos en zonas con altas concentraciones lipidicas como
rinones, higado, cerebro, glandulas suprarrenales, tejido adiposo, bazo y ovarios
[38]. Aunque la mayoria de los HAPs son eliminados del organismo existe un
proceso de bioconcentracion en los tejidos con alto contenido de lipidos [34].

Los HAPs han sido relacionados con diversas enfermedades como el cancer,
enfermedad pulmonar intersticial, asma y algunos estudios sugieren su
asociacion en tuberculosis pulmonar por ser componente importante durante la
combustion de la biomasa [40-43]. La eliminacién de los HAPs a nivel celular
esta regulada por el citocromo P450, especificamente por el gen CYP1ALl [44].

CYP1Al es un gen polimorfico en el humano, sin embargo conserva las



caracteristicas de ser inducido por el receptor aril hidrocarburo (AhR) al unirse a
dioxinas o HAPs, una vez activado CYP1A1 codifica para la hidrolasa de aril
hidrocarburo (AHH) encargada de la eliminacion de los HAPs en un proceso
involucrado en la generacion de intermediarios reactivos de epoxido,
relacionados con el desarrollo de cancer [45-47]. El estudio del AhR ha arrojado
importantes resultados, se ha demostrado que su activacién en el ovario de feto
humano inducida por humo de biomateriales como el tabaco, disminuye el
tiempo de vida feértil del sujeto al reducir la capacidad proliferativa de las células
germinales [48], otro de los efectos de la interaccion del AhR con su ligando es
la reduccion en la expresion de RNAm y de la proteina CCL5 la cual participa
como un importante quimioatrayente de eosinofilos y monocitos circulantes
durante el proceso inflamatorio [49]. Por otro lado la activacién del gen CYP1Al
se ha relacionado ampliamente con un efecto protector ante la exposicion a
HAPs como se demostré en un experimento con ratones deficientes de CYP1A1,
los cuales fueron altamente susceptibles a la toxicidad del Benzo-a-pireno
administrado via oral [50] por lo que una deficiencia o desregulacion en este gen
podria incrementar la citotoxicidad celular.

Entre los efectos inmunoldgicos de los HAPs se ha demostrado que el 7, 12-
dimetilbenzo (a) antraceno (DMBA) administrado de forma oral en un modelo
murino produce periodos de inmunosupresion persistente aun después de la
eliminacién del HAP del cuerpo [51]. Este efecto se ha observado en diferentes
compartimientos linfoides como el bazo, los nédulos linfaticos y placas de
Peyer[52].

Via de senalizacion de los HAPs.

Los estudios bioquimicos sobre el receptor de los HAPs han demostrado que el
AhR en ausencia de un agonista se encuentra en el area citoplasmatica unido a
un dimero de chaperonas Hsp90 y a dos moléculas co-chaperonas ARA9 y p23
las cuales mantienen al receptor aril hidrocarburo en su forma inactiva [53].
Estructuralmente el AhR es una proteina de union al ADN que cuenta con
dominio hélice-bucle-hélice ademas de un dominio PAS el cual ante la activacion
del receptor por los HAP inicia un cambio conformacional en el AhR permitiendo

la liberacion de una sefal de localizacion nuclear [54].
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Se ha descrito que el cambio conformacional en el AhR permite que interactue
con su translocador nuclear (ARNT), promoviendo la unidon especifica a
secuencias de anclaje en el ADN como CYP1. [55]

Los datos obtenidos sugieren que el receptor es sujeto de regulacion negativa
por exporte nuclear, o por acciéon del represor del receptor nuclear aril
hidrocarburo (AHRR) se ha descrito que su degradaciéon puede darse via

proteosoma una vez que es traslocado del nucleo. [53]

/ /i D0 \\ 0
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: & CYP1A1
CYP1A2
AHRR, etc [j Hspgo

8 y O / O p23
wosoma J O Ligando

. ARA9

Figura 2. Via de senalizacion de los HAPs a través del Receptor Aril Hidrocarburo.
Una vez que el receptor aril hidrocarburo (AhR) es activado por su ligando (HAP) este
se transloca al nucleo mediante su interaccién con el ARTN permitiendo la activacion de
genes como CYP1. Posteriormente el receptor aril hidrocarburo puede sufrir de
exportacion nuclear y ser degradado por el proteosoma. Imagen modificada de: [53]

Efectos inmunoldgicos ante la exposicion cronica a particulas de humo de

lefa.

El efecto inmunolégico que ejercen las particulas de humo de biocombustibles
aun no se ha caracterizado por completo, ya que su potencial citotoxico e
inflamatorio depende de las caracteristicas fisicas y quimicas de las particulas,
las cuales varian considerablemente dependiendo del tipo de combustién; se ha
documentado que durante la combustién a temperaturas medias se produce un
mayor efecto citotoxico de las particulas en comparacion con aquellas resultado
de la pirolisis, incrementando asi la secreciéon de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a en macréfagos. Adicionalmente se ha

documentado que los bomberos forestales pueden cursar con un mayor
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reclutamiento de granulocitos a nivel pulmonar posterior a la exposicion al humo
de lefia mayor a tres horas [56, 57].

Existe evidencia de que los HAPs presentes en el extracto organico de la
particula de humo de biomasa son responsables de la mayor parte de los
efectos citotoxicos en células como macrofagos alveolares y neumocitos [58].
Aunque no son los uUnicos componentes de la particula que tienen efectos
toxicos, [56] al exponer monocitos a la fraccién organica de humo de lefia se ha
reportado disminucion en la capacidad de estos para activar a los linfocitos y
eliminar al patégeno en un co-cultivo infectado con streptococus pneumonie. La
actividad fagocitica permanece sin cambio en la mayoria de los reportes y se
presenta a los HAPs como los componentes responsables que impiden a los
macrofagos montar una respuesta eficiente ante las infecciones [59, 60]. En
queratinocitos el AhR al ser activado por su ligando disminuye la expresion de la
proteina CCL5, un factor quimiotactico importante de neutréfilos y monocitos
circulantes. [49] Adicionalmente se ha demostrado que en particulas con altas
cantidades de HAPs hay un aumento en la expresién de otros mediadores
inflamatorios como IL-6, IL-8 y una mayor activacién de las MAPKs [61].

Hasta el momento se han implicado diferentes efectos de las particulas de humo
de lena sobre la respuesta inmune. Se ha demostrado que el material
particulado puede ser reconocido por los receptores tipo TLR2 y TLR4 mediante
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) en
las particulas, estos receptores una vez activados producen citocinas pro-
inflamatorias por células del epitelio bronquial y macréfagos alveolares [62]. Este
fendmeno se observdé en macréfagos peritoneales knock-out para el gen de
TLR2/4 los cuales presentaron una disminucion significativa en la produccion de
TNF-a e IL-6 al exponerlos a PM [63]. Uno de los factores de transcripcion mas
ampliamente implicado en la secrecion de estas citocinas es el NFkB el cual
interactua via MyD88 con el TLR4 activado por PM [64]. Otro factor de
transcripcion relacionado es el factor AP1, el cual es activado rio arriba por JNK,
ERK1/2 y p38 o mediante un incremento en la concentracion de calcio
intracelular favoreciendo la fosforilacion y activacion de las MAPKs permitiendo
también el aumento en la secrecion de citocinas pro-inflamatorias [65]. Otro de
los mecanismos toxicolégicos importantes es la generacion de especies
reactivas de oxigeno a través de la activacion del TLR, y la via de MyD88-p38
para la activacién de la molécula phox 40 y NADPH [66], la generacion de ROS
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puede ser causada por las propiedades fisicoquimicas de las particulas, por el
efecto de los componentes solubles en ella como los metales de transicion, el
efecto de las particulas y sus extractos en la mitocondria o la activacion de
células pro-inflamatorias capaces de generar ROS y RNS. [67]

Se ha confirmado que un aumento en el calcio intracelular mediado por las
endotoxinas presentes en las particulas puede activar al factor de transcripcion
AP1 de manera independiente a ROS [68] y promover también la secrecion de
citocinas pro inflamatorias. El efecto pro-inflamatorio que se observa en el
aparato respiratorio se convierte en un fendmeno sistémico, lo cual se traduce
en muchos de los casos en enfermedades cardiovasculares [69]. Experimentos
realizados en macréfagos estimulados con HAP (B-a-pireno) o particulas de
diesel y LPS mostraron que la concentracion de los estimulos asi como el orden
en el que interaccionan con la célula puede tener efectos opuestos en la
regulacion y expresion de citocinas anti-inflamatorias o pro-inflamatorias como la
IL-10 o IL-1B respectivamente. Estos datos sugieren que la produccion de
citocinas anti-inflamatorias es inducida al exponer a las células a particulas de
diesel o B-a-pireno previo al estimulo con LPS y decrece al invertir el orden de
estos estimulos [70].

Se ha demostrado que los HAPs pueden inducir sefiales tanto apoptéticas como
anti-apoptéticas en células de hepatoma murino donde se demostré que las
células expuestas a B-a-pireno activaban y translocan al nucleo en mayor
proporcion a la molécula p53, la cual induce la expresion de proteinas pro-
apoptoticas como Bax, del mismo modo los niveles de la proteina anti-apoptética
fosfo-Bid se vieron incrementados [71].

Por otro lado la exposicion a HAPs como el Benzo-a-pireno ha sido relacionada
con una reduccion del 60~70% de células monociticas adherentes obtenidas a
partir de monocitos de sangre periférica, probablemente por la induccion de

apoptosis, y la inhibicion de la maduracion de los monocitos [72].

Asociacion entre Tuberculosis y exposicidon crénica a contaminantes.

En México, en el afio 2010, la tasa de notificacion de tuberculosis fue de 17
casos por 100 mil habitantes. La identificacion de factores de riesgo para
desarrollar tuberculosis y de esa forma minimizar la incidencia, podria disminuir

la carga econémica que representa la tuberculosis, especialmente en paises en
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desarrollo. La inhalacién cronica de humo de tabaco es uno de los factores de
riesgo conocidos para desarrollo de tuberculosis. El tabaco, al igual que la lefia y
otros productos procedentes de plantas son biocombustibles, por lo que algunos
componentes derivados de su combustién son comunes. Existe evidencia que
asocia la exposicion cronica al humo de biocombustibles con el desarrollo de
tuberculosis pulmonar. En Turquia, el 26% de los casos de tuberculosis
pulmonar es asociada a la exposicion cronica de humo de leia intradomiciliaria.
Otras enfermedades asociadas a la exposicion cronica de humo de lefa son

bronquitis, asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica [5, 42, 73-75].

Mycobacterium tuberculosis tiene como principal célula hospedera al macréfago
alveolar (MA) que es la célula fagocitica predominante en el pulmoén y es
componente fundamental de los sistemas inmunoldgicos innato y adaptativo, asi
como la célula huésped de un gran numero de patdogenos y contaminantes
medioambientales [76]. Actualmente contamos con pocos estudios que
documenten los efectos toxicos inducidos por las PHBC en el macréfago o
células epiteliales pulmonares y su potencial efecto a nivel de la inmunidad
frente a patdégenos.

Durante el desarrollo de la respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis
(M.tb) intervienen un grupo de citocinas como el TNF-a, la interleucina 10 (IL-10)
y proteinas de la familia Bcl-2 que participan en la modulacion de la muerte
celular o apoptosis de los macrofagos infectados [77-79]. Se han estudiado
diversos factores que pueden conducir al macrofago infectado a otros tipos de
muerte como la piroptosis mediada por la activaciéon del inflamosoma [80].
PAMPs, patrones moleculares asociados a dafio celular (DAMP), acido urico,
beta-amiloide, asbesto y silica cristalina son algunos de los estimulos que
pueden inducir la secrecion de estas citocinas y mediar la activacion del
inflamosoma-NLAP3 [81, 82]. La activacion de este complejo proteico lleva a la
activacién auto catalitica de la caspasa-1 la cual media el procesamiento y
secrecion de IL-13 e IL-18 asi como la muerte celular por piroptosis [80]. La
piroptosis se presenta en células mieloides que estan infectadas por bacterias
como M.tb y que utilizan esta via para escapar de los mecanismos citotoxicos
presentes en los macréfagos activados [82-84]. Existe un gran numero de
investigaciones realizadas en células epiteliales expuestas a PM generado por la
combustion de diesel que proponen una disfuncion en el proceso de fagocitosis
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el cual impide la eliminacion bacteriana asi como procesos de opsonizacion,
migracion 'y funcion también se encuentran alterados en células
polimorfonucleares expuestas a PM, ademas de la activacion de AP1 y el NFxB
asociados con la produccién de citocinas pro-inflamatorias, incremento en el
estrés oxidante y apoptosis [85-88].

Los mecanismos antes descritos comparten vias de sefializacion intracelular que
ayudan a mantener el equilibrio entre apoptosis y necrosis. Patdbgenos como
M.tb han desarrollado mecanismos de evasion de la respuesta inmune, uno de
los mas importantes es la evasion de la muerte celular por apoptosis [84]. Hasta
la fecha no existe evidencia cientifica contundente que describa los mecanismos
inmunoldgicos que pueden ser modificados como consecuencia de la exposicidon
de los macréfagos a PHBC o a los componentes organicos adsorbidos en la
particula, asi como su implicacion en el desarrollo de tuberculosis pulmonar. Es
posible que cuando los macréfagos alveolares se exponen a los componentes
organicos presentes en el PHBC se pierda el equilibrio entre los mecanismos
que regulan los procesos de apoptosis vs. necrosis. La pérdida de dicho balance
podria favorecer que exista un mayor crecimiento intracelular de M.tb y ser éste
uno de los potenciales mecanismos inmunoldgicos que expliquen la asociacion

entre exposicién a PHBC y desarrollo de tuberculosis pulmonar.
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JUSTIFICACION

Se ha documentado la asociacion epidemioldgica entre la exposicion al humo de
biocombustibles y el desarrollo de tuberculosis pulmonar. Los mecanismos
inmunopatogénicos que subyacen a dicha asociacion no han sido
completamente estudiados. La posibilidad de explorar, en modelos in vitro de
infeccion con M.tb, el efecto de los compuestos organicos de particulas
presentes en el humo de los biocombustibles, permitira conocer si existe
participacion de la respuesta inmunologica que contribuya a la asociacion entre

exposicion a particulas de humo de biocombustibles y desarrollo de tuberculosis.

HIPOTESIS

La exposicion a componentes organicos de PHBC afecta la capacidad de los

macrofagos para eliminar a M.tb de una manera dosis dependiente.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en la capacidad bactericida de macrofagos expuestos a los
componentes organicos adsorbidos en las particulas provenientes del humo de

la combustidn de biocombustibles en un modelo in vitro de infeccién con M.tb.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. ldentificar si existe alteracion dependiente de la dosis en la expresion de
receptores de activacion y fagocitosis de M.tb (CD14, CD68, CD80, CD86,
TLR2, TLR4, IL1-RI, MMR, DC-SIGN, HLA-DR extracelular) en

macrofagos expuestos a compuestos organicos provenientes de PHBC

2. Evaluar el crecimiento intracelular de M.tb en macréfagos THP-1 (linea
células de macréfagos humanos) expuestos a compuestos organicos

provenientes de PHBC en los dias 1 y 4 post-infeccion.

3. Evaluar el cambio en la tasa de muerte celular por necrosis y/o apoptosis
en macréfagos expuestos a compuestos organicos provenientes de

PHBC.
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METODOS

Obtencion de PHBC

La obtencion de las PHBC se realizé con un muestreador de bajo volumen
denominado MiniVol el cual muestred 5 L/min y colectoé las muestras en filtros de
teflon. Los periodos de muestreo fueron de 4 horas por dia a lo largo de 3-5
visitas programadas a la comunidad de Zacatlan de las Manzanas, Puebla. La
caracterizacion fisicoquimica de las muestras de PHBC fue enfocada a la
composicién organica, la cual fue realizada con la colaboracion de la Dra. Irma
Rosas Pérez y el Dr.Omar Amador Mufoz en los laboratorios de Aerobiologia y

Mutagenesis Ambiental del Centro de Ciencias de la Atmésfera, UNAM.

Extraccién y caracterizacion fisicoquimica de la fracciéon organica de PHBC
Para la obtencion de la fraccién organica contenida en las PHBC se realiz6 una
limpieza exhaustiva con acetona y Diclorometano (DCM) del equipo de
extraccion. Se coloco el filtro con PHBC y se agregéb 4 ml de DCM en una
camara de extraccion, la cual se mantuvo en reflujo durante 5 minutos en un
bafio de agua a 60 ° C con sonicacion. Posterior a los 5 minutos se retiré del
bafio de agua y se esperd a que la camara llegara a temperatura ambiente. Se
realizé un lavado con DCM al equipo de reflujo y se colecto en la camara interna
junto con la muestra para su extraccion. La muestra se coloco en la camara de
vacio y se colecté en un contenedor con tapén doble horadado para la reduccion
de la muestra mediante nitrégeno grado cromatografico. Por ultimo la muestra se

analizé por cromatografia liquida (HPLC) y espectrometria de masas.

Cultivo de linea Celular THP-1

La linea celular de monocitos humanos (THP-1) (ATCC TIB-202) se mantuvo en
cultivo a 37 ° C en una atmésfera de humedad al 5% CO, y en medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con aminoacidos no esenciales 1%, L-glutamina 2mM,
HEPES, piruvato de sodio, estreptomicina, B-mercaptoetanol y 10% de suero
fetal bovino inactivado por calor. Previo a cada experimento, la suspension de
células THP-1 se ajusté a una concentraciéon de 5X10° células por mL de medio
suplementado. Las células se cultivaron en placas de 24 pozos para permitir su
adherencia y diferenciacién a macrofagos en presencia de 100 nM/mL de PMA
(Phorbol 12-myristate 13-acetate) durante 3 horas a 37 ° C en 5% COy,
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posteriormente se retird el sobrenadante y permanecieron en RPMI 1640 a 37 °
C 5% CO,,.

Cultivo de macréfagos diferenciados de monocitos

A partir de un concentrado leucocitario se obtuvieron las CMN por centrifugacién
en un gradiente de Ficoll-Hypaque (1.077 de densidad) durante 30 minutos a
4°C. Posteriormente fueron resuspendidas en medio de cultivo suplementado
(RPMI 1640, HEPES 10mM, L-glutamina 200 mM). Los monocitos fueron
purificados mediante perlas inmunomagnéticas acopladas a un anticuerpo anti-
CD14. Posteriormente se sembraron un total de 1x10® monocitos en placas de
cultivo de 24 pozos en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado. Para inducir
su diferenciacién en macréfagos, los monocitos purificados fueron cultivados en
medio libre de suero (Life Technologies, Grand Island, NY) suplementado con
10ng/mL de GM-CSF (Leucomax, Sandoz-Wander Pharma). El medio fue
reemplazado cada 2 dias y después de 6-7 dias se obtuvieron macrofagos
maduros caracterizandolos en base a su morfologia y expresion de superficie de
los marcadores CD14, CD33 por citometria de flujo FACS Aria Il.

Estimulacion in vitro de macréfagos THP-1 con PHBC

Los cultivos celulares fueron expuestos a concentraciones crecientes de extracto
organico de PHBC (1, 5, 10 y 20 pg/mL) y DMSO (vehiculo para los extractos
organicos) durante 24 horas. Al término del tiempo de estimulacion el medio de
cultivo fue removido y se agregd medio de cultivo sin antibiéticos para infectar
las células con la cepa virulenta M.tb-H37Rv en el laboratorio de Bioseguridad

nivel 3 del Departamento de Microbiologia.

Ensayo de citotoxicidad con Cristal violeta.

Los macréfagos THP-1 se sembraron y diferenciaron con PMA en placas de 96
pozos, posteriormente fueron expuestos durante 24 horas a concentraciones
crecientes de Extracto Organico (E.O), posterior a la exposicion se retir6 el
sobrenadante y se realiz6 un lavado con PBS, se retiré el PBS y se agrego 50l
de para-Formaldehido (PFA) 4% por 1 hora, se descarté el PFA y se realizdé un
lavado con 200ul de PBS, se agreg6 a cada pozo 100ul de cristal violeta durante
30 minutos en agitacion, posteriormente se descarto y se realizo el lavado de la

placa sumergiéndola en un contenedor de agua corriente por 5-10 minutos, se
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retird el excedente y la placa se seco a temperatura ambiente por 20 minutos,
posteriormente se agregd a cada pozo 150yl de tritdn 0.2% por 30 minutos en
agitacion, por ultimo se transfirid 100ul de cada pozo a una placa nueva y se
leyd en un Lector de placas de ELISA (BioRad, Modelo iMARK) a 600nM.

Analisis de la expresion de receptores de superficie en macréfagos.

Una vez que los macréfagos THP-1 se incubaron durante 24 horas a las
concentraciones de 1, 5, 10 y 20 pg de los extractos organicos se analizaron
mediante citometria de flujo. Las células se recuperaron y centrifugaron a 1500
rpm por 5 minutos, se ajustaron a 1X10° células/tubo. Para la citometria de flujo
las células se tifieron durante 30 minutos con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra las siguientes marcas: CD14, CD68, CD80, CD86, DC-SING, MMR, TLR-
2, TLR-4, HLA-DR, receptor tipo 1 para IL-1 y receptor tipo 1y 2 para el TNF-a.
Para cada una de las tinciones se incluyé FMO (fluorescence minus one).
Posteriormente las células se lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) y se fijaron en paraformaldehido al 1%. Las muestras se adquirieron en un
citometro FACSAria (BD Biosciences) y fueron analizadas con el software
FlowJo 10.0.4 (Tree Star).

Modelo de infeccidn in vitro con la cepa H37Rv de Mycobacterium
tuberculosis

La cepa virulenta de M.tb-H37Rv fue cultivada hasta la fase logaritmica de
crecimiento en medio liquido Middlebrook 7H9 (100-200ml) complementado con
0.05% Tween 80 y medio de enriquecimiento ADC a 37°C. Para cada
experimento se descongelé una alicuota de la bacteria y se realizé la siguiente
metodologia; el vial de M.tb-H37RV (almacenado a -80°C) se centrifugo a 8000
rom durante 8min. Posteriormente, para favorecer la fagocitosis M.tb se incubo
en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 2% suero humano (Gemini
Bio-Products), 10% suero fetal bovino y 0.05% Tween 80 durante 5 minutos. La
bacteria se centrifugd a 1000 rpm durante 2 minutos, se descarté el
sobrenadante y se ajustd la concentracién bacteriana a 1X10° bacterias/1X10°
células, para mantener una relacién de infeccion de 1:1. La duracion de la
infeccién in vitro fue de 2 horas para todos los experimentos. Una vez
transcurrido este tiempo se realiza un lavado a todos los pozos con RPMI para
eliminar las bacterias que no fueron fagocitadas por los macrofagos y se
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mantuvieron por 3 dias en cultivo. Todas las condiciones experimentales se
realizaron por triplicado. En los dias 1 y 4 post-infeccion se recuper6 el
sobrenadante, y se almacend para su analisis posterior. Las células se lisaron
con Triton-X-100 al 1% durante 5 min, se realizan tres diluciones seriadas
1:1000 por cada pozo y se sembrd una alicuota de cada dilucidn en cajas de
agar Middlebrook-7H10 para cuantificar las unidades formadoras de colonias

posteriores a 21 dias de incubacion.

Pérdida de potencial de membrana mitocondrial por Mitotracker-Anexina V
Los macrofagos THP-1 se sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de
5x10° células/pozo. Posteriormente las células fueron expuestas durante 24
horas a concentraciones crecientes del EO (1, 5 y 10 pg/ml) incluyendo
estaurosporina (control positivo de muerte celular). Al término del tiempo de
incubacion las células se recuperaron y se incubaron durante 30 minutos a 37°C
con 4 ul de una dilucién 10uM de Mitotracker Red el cual tifie la mitocondria de
células vivas y su acumulacion es depediente del potencial de membrana
mitocondrial. Al término de la incubacion se realizé un lavado a cada tubo con
PBS y se resuspendieron en 100ul de buffer de unién a Anexina-V, se adiciono
5ul de Anexina V-Alexa fluor. Las células se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugaron y se fijaron con PFA al 4%. Finalmente
se realizd un lavado con PBS y se resuspendieron en 250ul de PBS para leer en
el citometro FACS Aria.

Analisis de muerte celular en macréfagos por tincién de Anexina-V-loduro
de propidio.

Posterior a la diferenciaciéon de los monocitos THP-1 a macréfagos las células
fueron estimuladas con EO a concentraciones crecientes durante 24 horas a 37
°C, 5% CO,, la estaurosporina se agregé como control de muerte celular a una
concentracion de 1uM, las células se recuperaron por separado Yy
resuspendieron en 200ul de buffer Anexina 1X para cada condicion, se
agregaron 5ul de Anexina-V o/y loduro de propidio segun el disefio experimental.
Las muestras se adquirieron en un citometro FACSAria (BD Biosciences) y se

analizaron con el software FlowJo (Tree Star).

Deteccion de muerte celular en macréfagos por ELISA.
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Las células fueron diferenciadas a macréfagos y se mantuvieron en medio RPMI,
en cada pozo se colocaron los inhibidores Z-VAD y Z-AF (10uM) durante 30
minutos, posteriormente se agregaron las diferentes concentraciones de extracto
organico (1, 5, 10 y 20 pg/ml) durante 24 horas, se utiliz6 1 y 3 ug/ml de
estaurosporina durante 4 y 12 horas como control positivo para apoptosis y
necrosis respectivamente, las células se mantuvieron a 37°C, 5% CO2.
Transcurrido el tiempo de los diferentes estimulos se centrifugo la placa durante
10 minutos a 200xg, se retiraron 200 uL de cada pozo y fueron reservados en
una placa nueva entre 2-8 °C para evaluar muerte por necrosis, las células
fueron resuspendidas con 200ul de buffer de lisis y se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante fue transferido a una placa
nueva para evaluar apoptosis. De las placas de 96 pozos para apoptosis y
necrosis se tomaron 20 ul de cada pozo (x4) y se transfirieron a una placa de 96
pozos previamente fijada con estreptavidina- Ac’s anti-Histonas- Biotina, por
duplicado, para evaluar apoptosis y necrosis. Por ultimo se analizé en un Lector

de placas de ELISA (iIMARK) a 405nm cada una de las muestras.
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RESULTADOS

Este protocolo fue aprobado por los Comités de Ciencia y Bioética en

Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio
Villegas (B03-12). En colaboracion con la Dra. Irma Rosas del Centro de
Ciencias Atmosféricas de la UNAM, se obtuvieron las muestras de humo de lefa
en la comunidad de Zacatlan de las Manzanas, Puebla. Este sitio de muestreo
es considerado como “libre” de contaminacion antropogenica, por lo que permite

el muestreo exclusivo de las emisiones de biomasa.

Caracterizacion de los principales compuestos organicos (HAP’'s)

presentes en PHBC

La caracterizacion fisicoquimica de los componentes organicos presentes en el
humo de lefia realizada por HPLC fueron identificados 11 hidrocarburos
aromaticos policiclicos. Dentro de los principales HAPs encontrados estan el
Benzo (a) antraceno el mas abundante, seguido por el benzo [K] fluorantreno y el

pireno (Figura 3).

HAPs de combustion de biomasa
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Figura 3. Componentes organicos identificados en el PHBC. Los EO obtenidos de
las particulas de humo de biocombustibles son analizadas y caracterizadas por HPLC.

La imagen es representativa de 4 filtros independientes, se muestra la media + DS.
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Durante el proceso de muestreo, las particulas se retienen en filtros de
nitrocelulosa con diametros de poro menor a 10um, en estos filtros se retuvieron
aproximadamente 6,750 ug de particulas provenientes de la combustion de la

lefa.

En la Figura 4 se muestran los diametros de las particulas retenidas en los filtros
de nitrocelulosa durante la caracterizacion fisico-quimica de las PHBC. El
diametro de las particulas retenidas varia en un rango de 10um hasta 0.43um,
de las cuales mas del 60 % puede internalizarse hasta el area bronquioalveolar

debido a su diametro menor a 2.5um.

Diametro de la particula

m9.0-10um
m5.8- 9.0um
m4.7-58um
3.3-4.7um
2.1-3.3um
B <2um

Figura 4. Distribuciéon de particulas de combustion de biomasa retenidas en filtros

de nitrocelulosa. Imagen representativa de cuatro experimentos independientes.

Cambios en etapas tempranas de exposicion a E.O en macrofagos THP-1.

Para estudiar el efecto del EO en los macrofagos en cultivo se observaron los
cambios por microscopia de luz 24 horas después de ser expuestos a
concentraciones crecientes del EO. En la Figura 5 se muestran las imagenes
representativas de 5 experimentos en donde se aprecia una disminucién en el
numero de células adherentes en las placas de cultivo de forma concentracién
dependiente, indicando que las caracteristicas funcionales de los macrofagos se

pierden con la exposicion a los EO.
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Estaurosporina THP-1 sin estimulo THP-1 1pg/ml E.O
Tug/ml
THP-1 5pg/ml E.O THP-1 10pg/ml E.O THP-1 20pg/ml E.O

Figura 5. Macréfagos THP-1 expuestos a concentraciones crecientes de extracto
organico (1, 5, 10, y 20 pg/ml). Macréfagos THP-1 fueron expuestos durante 24 horas
a concentraciones crecientes de EO. Como control positivo se utilizé estaurosporina
(1pg/ml). n=5 Objetivo 20X

Expresion de receptores de superficie en células estimuladas con PHBC.

El analisis de la expresion de los marcadores de superficie se evalu6é en los
macréfagos THP-1 expuestos durante 24 horas a distintas concentraciones de
los EO (1, 5, 10 y 20 pug/ml). En la Figura 6 se muestran un ejemplo del tipo de

analisis de citometria de flujo que se realiz6 para los distintos marcadores.
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Figura 6. Analisis de receptores de superficie en macréfagos THP-1 estimulados
con EO de PHBC. En la imagen se muestra la estrategia de analisis para los
macrofagos estimulados 24 horas con concentraciones crecientes de EQO; a) grafico de
puntos, ventana de células vivas b) grafico de puntos de puntos células dobles positivas
a los marcadores de diferenciacion mieloide CD33 CD14 «¢) histogramas

correspondientes a los marcadores CD80 y el receptor 1 para IL-1.

Como parte del analisis evaluamos la intensidad media de fluorescencia (Figura
7) y porcentaje de células positivas (Figura 8) para los diferentes marcadores de
activacion y diferenciacion en el macréfago, solo uno de los marcadores
evaluados mostré diferencias significativas (IL1-Rl) en cuanto a la IMF con
respecto al control (RPMI), sin embargo se puede observar que la exposicion a
concentraciones crecientes del extracto organico produce modificaciones en la
expresion de marcadores importantes para el efectivo control de la micobacteria
en los macréfagos. El porcentaje de CD86 también cambid significativamente
con respecto al control en el numero de células que son positivas para el
marcador. Con una n=5 experimentos se pueden apreciar tendencias en los
macréfagos positivos al receptor tipo 1 de TNF, DC-SIGN los cuales

incrementaron en cantidad de una manera dependiente de la concentracion,
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mientras que la IMF de macréfagos positivos para el receptor TLR-2 disminuy6

(Figura 7). Sugiriendo que los extractos organicos pueden regular por algun

mecanismo la sintesis y la expresion membranal de marcadores de activacion y

diferenciacion del macrofago que participan de manera activa en la inmunidad

contra patdégenos.
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Figura 7. Intensidad media de florescencia de marcadores de activacion y

diferenciacion en macréfagos THP-1 expuestos a extractos organicos. Macrofagos
THP-1 fueron expuestos a PHBC (1, 5, 10 y 20ug/ml) o RPMI como control. Se muestra

la intensidad media de fluorescencia para cada uno de los marcadores de superficie.

Las barras representan la media £ DS. n= 5 **p<0.05
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Figura 8. Porcentaje de expresiéon de marcadores de activacién y diferenciacion
en macroéfagos THP-1 expuestos a extractos organicos. Macrofagos THP-1 fueron
expuestos durante 24 horas a concentraciones crecientes de extractos organicos
proveniente de las PHBC (1, 5, 10 y 20ug/ml) o RPMI como control. Se muestra el
porcentaje de células positivas para cada uno de los marcadores de superficie. Las
barras representan la media £ DS. n = 5 *p<0.05 **p<0.005

Citotoxicidad celular en macréfagos expuestos a E.O
Como un paso previo a la infeccion de los macréfagos expuestos a E.O de
PHBC, se evalué el potencial efecto citotoxico de los E.O (Figura 9), al analizar

los resultados de 6 experimentos independientes se obtuvieron diferencias
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significativas con las concentraciénes de 5Sug/ml (p<0.05),10 y 20ug/ml
(p<0.0001).
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Figura 9. Porcentaje de citotoxicidad en macréfagos THP-1 expuestos a
concentraciones crecientes de E.O de PHBC. Se muestra la mediana y el rango
intercuartilar de 6 experimentos independientes, por duplicado. ANOVA comparado con

el control sin estimulo, *p<0.05 ***p<0.0001. Las barras indican DS.

Evaluacion del crecimiento micobacteriano en macréfagos expuestos a
extractos organicos de PHBC. Macréfagos THP-1 fueron expuestos durante 24
horas a concentraciones crecientes de extractos organicos proveniente de las
PHBC (1, 5 y 10ug/mL), posteriormente fueron infectados durante 2 horas con
Mtb-H37Rv en una relacién 1:1 bacteria: célula. En el dia 4 post-infeccion las
células fueron lisadas y 3 diluciones seriales fueron sembradas en placas de
agar Middlebrook 7H10. Tres semanas después se realizd el conteo de las
unidades formadoras de colonias (Figura 10). Unicamente en este experimento
se elimind la concentracion de 20ug/ml pues la tasa de células muertas (26%)
modificaria la relacion 1:1(bacteria: célula) durante la infeccion impidiendo
analizar y comparar la respuesta de los macréfagos ante la infeccion por M.tb.

Los resultados obtenidos demostraron que existe una relacién directa entre la
concentracion de los EO y el crecimiento bacteriano. Dada la relevancia de este
fendmeno decidimos repetir este experimento en monocitos diferenciados a
macréfagos (MDM) provenientes de sangre periférica de donadores sanos con el
objetivo de descartar que el resultado pudiera estar presente solo en la linea

celular y no ser un fendmeno fisiopatolégico de mayor relevancia.
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Los monocitos fueron cultivados durante siete dias para permitir su
diferenciacion a macréfagos maduros y posteriormente fueron sometidos a las
mismas condiciones experimentales. Nuevamente identificamos que a mayor
concentracion de los extractos organicos se presenta mayor crecimiento
bacteriano. Estos resultados en conjunto demuestran que los extractos
organicos deterioran algunos de los mecanismos inmunoldgicos que utilizan los

macrofagos para controlar el crecimiento intracelular de M.tb.
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Figura 10. Control del crecimiento de M.tb en macréfagos expuestos a EO.
Macroéfagos THP-1 o MDM fueron expuestos durante 24 horas a concentraciones
crecientes de EO proveniente de las PHBC (1, 5y 10ug/ml). Se muestra la mediana y el
rango intercuartilar de 5 experimentos independientes. ANOVA comparado con

macrofagos no expuestos

Pérdida del potencial de membrana mitocondrial en macréfagos THP-1

expuestos a EO

Para evaluar si los cambios morfolégicos y el incremento en el crecimiento
bacteriano que se observaron en los macréfagos expuestos a los E.O. pudieran
ser secundarios a dafo sufrido a nivel mitocondrial y que estos pudieran llevar a
muerte celular, decidimos medir cambios en el potencial de membrana
mitocondrial después de exponer los macréfagos a concentraciones crecientes
de los EO (Figura 11). Al analizar los resultados de 4 experimentos
independientes observamos que los EO disminuyen el potencial de membrana

mitocondrial aun en concentraciones bajas de EO.
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La pérdida de potencial de membrana mitocondrial a causa de la exposicion a
los EO. podian ejercer un efecto pro-apoptético en los macréfagos por lo cual se
realizé un analisis con Anexina V, un marcador temprano de muerte celular, en
este analisis se observd un aumento significativo en el porcentaje de células
positivas para Anexina V a concentraciones de 1y 20 ug/ml de EO, con respecto
al control, este resultado aunado a la disminucion concentracion dependiente en
el porcentaje de células positivas para mitotraker podria indicar un dafo a la
membrana de la mitocondria que active vias de sefalizacion intracelular que
favorezcan los procesos de muerte celular y que una vez que los macréfagos
son infectados por M.tb no sean capaces de activar los diversos mecanismos

inmunoldgicos que limiten el crecimiento bacteriano.
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Figura 11. Viabilidad en macréfagos expuestos a EO de PHBC. Panel superior IMF y
porcentaje de células positivas para Mitotraker Red. Panel inferior IMF y porcentaje de
células positivas a la tincién con Anexina V. Como control se usé Estaurosporina (STA)
Se muestra la media +DS, *p<0.05 **, p<0.005, ***p<0.0001 de 5 experimentos.
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Evaluacién de apoptosis y necrosis en macréfagos THP-1 expuestos a

extractos organicos

De acuerdo con los resultados preliminares, concentraciones crecientes de EO
producen dano a nivel de membrana mitocondrial y celular. La muerte celular por
apoptosis y/o necrosis tiene impacto directo en la inmunidad contra M.tb por ello
evaluamos si los macrofagos expuestos a concentraciones crecientes de E.O.
eran mas susceptibles a alguno de los dos tipos de muerte celular, mediante un
ensayo de ELISA especifico para la identificaciéon de histonas, en el que las
histonas presentes en el sobrenadante fueron representativas del proceso de
muerte por necrosis, posterior a la lisis celular y de vesiculas a las histonas
encontradas en el sobrenadante representaron el proceso de apoptosis. En la
Figura 12 se muestra que los macrofagos expuestos a E.O incrementan tanto el
proceso de apoptosis como el de necrosis dependiente de la concentracién, en
ambos procesos de muerte se muestra una diferencia significativa a
concentraciones de 20ug /ml de EO, para observar si estos procesos de muerte
eran dependientes de la via de las caspasas se agregd un inhibidor pan-
caspasas (FAVD) a cada una de las condiciones, observandose que la muerte
celular por apoptosis se presenta de forma independiente a la via de las
caspasas mientras que la necrosis es un proceso en parte dependiente de
caspasas, asi mismo se puede apreciar que el proceso de necrosis ocurre de
forma mayoritaria en las células THP-1 expuestas al EO en comparaciéon con la
apoptosis, lo cual favorece la diseminacion de la bacteria al permitir la infeccion

de nuevas células.
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Figura 12. Evaluaciéon de apoptosis y necrosis en macréfagos THP-1 expuestos a

E.O. de PHBC. Macréfagos THP-1 expuestos a concentraciones crecientes de extracto

organico durante 24 horas, se utilizé como control para ambos procesos de muerte

estaurosporina 1ug/ml y los inhibidores Z-VAD y Z-AF (control del inhibidor). A) Muerte

celular por apoptosis inducida por E.O B) Muerte celular por necrosis en células

expuestas a E.O.*p<0.05 ** p<0.005
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Discusion

Los principales resultados de este proyecto son:

1) los compuestos que se encuentran adsorbidos en las particulas del humo de
la lefia son principalmente hidrocarburos aromaticos policiclicos, 2) 60 % de las
de las particulas liberadas durante la combustion de la lefia son menores a 2.5
Mm de diametro permitiendo su ingreso al area alveolar, 3) Los EO inducen la
perdida de la adherencia en los macrofagos 4) los extractos organicos inducen
cambios fenotipicos en los macréfagos expuestos, 5) los extractos organicos
inducen citotoxicidad en los macréfagos a concentraciones mayores a 10ug, 6)
los E.O. limitan la capacidad bactericida de los macrofagos THP-1 y MDM de
una manera concentracion dependiente, 7) los EO favorecen la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, 8) los EO inducen apoptosis y necrosis en
los macréfagos expuestos de una manera concentraciéon dependiente y 9) la
muerte celular parece ser mediada por un mecanismo independiente de
caspasas.

En la caracterizacion fisicoquimica de los extractos organicos se identificaron
alrededor de 20 HAPs de los cuales el fluorantreno y pireno representan la
fraccion mayoritaria, este dato es consistente con lo demostrado previamente
por Anett-Kocbach y colaboradores en el afio 2006 [26], sin embargo los niveles
de benzo-a-antraceno y benzo-k-fluorantreno son mayores a los valores
informados en la literatura [26], una posible explicacion al incremento en la
concentracion de estos componentes en nuestras muestras pueden ser las
diferencias en las condiciones de combustiéon, humedad ambiental y el tipo de
lefa [34]. Muchos de los HAPs que fueron identificados como compuestos
adsorbidos en las particulas de humo de lefia han sido previamente descritos
como altamente toxicos [3]. La oxidacion parcial de la materia organica genera
altos niveles de mondxido de carbono y mas de 200 compuestos organicos,
todos ellos con la capacidad de incrementar la resistencia en la via aérea, inducir
inflamacion crénica, metaplasia escamosa de la laringe y engrosamiento de la
barrera alveolo-capilar [73]. Adicionalmente el analisis fisico del humo de
biocombustibles permitié la identificacion del diametro de las particulas que se
encuentran en el ambiente durante la combustidon de la lefia, en los resultados es
posible observar que mas de un 60% de las particulas que se encuentran en un

rango inhalable podrian llegar hasta el area alveolar debido a su tamafo inferior
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a los 2.5um, favoreciendo el proceso inflamatorio en estas zonas y dificultando la
eliminacién de Mycobacterium tuberculosis el cual puede ingresar hasta estas

Zonas.

Inicialmente se observé el efecto que tenian los EO en los macréfagos mediante
microscopia de luz, en estas imagenes se puede apreciar una disminucion en el
numero de células adherentes en las placas de cultivo de forma concentracién
dependiente, indicando que las caracteristicas funcionales de los macréfagos se

pierden con la exposicion a los EO.

Los patrones moleculares asociados a patdégeno son conservados en M.tb y son
reconocidos a través de distintos receptores de superficie, entre ellos estan
TLR2 y TLR4 que juegan un papel importante en la respuesta innata contra M.tb
[89]. TLR2 reconoce lipoarabidomanana, lipomanana y mandsidos de fosfatil
inositol presentes en la membrana de M.tb activando la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias [90]. Una hipétesis que planteamos es que los compuestos
presentes en el humo de la lefa inducen cambios en los mecanismos que tiene
el macréfago para controlar las infecciones. Cambios en la expresion receptores
de superficie que inician la respuesta pro-inflamatoria o que favorecen la
maduracion/diferenciacion y fagocitosis de los macrofagos fueron nuestro
principal objetivo de andlisis. Al analizar la expresién de TLR2 y 4 identificamos
que la frecuencia y la IMF de TLR2 disminuyen de una manera concentracion
dependiente aunque no con cambios estadisticamente significativos. El impacto
que puede tener la reduccidn en la expresion de este receptor incluye
disminucién en la produccién de citocinas pro-inflamatorias. Adicionalmente se
ha documentado que cambios en la expresion de TLR2 modifican la capacidad
de los macrofagos para eliminar a los HAPs ya que se ha demostrado que TLR2
es un receptor clave en la regulacion de la expresion de CYP1A1, que a su vez
participa de forma activa en la eliminacién de estos compuestos téxicos [91]. Se
ha demostrado que la expresion intestinal de CYP1A1 es silenciada en ratones
deficientes en TLR2, incluso bajo exposiciéon a un inductor como el benzopireno,
provocando que los HAPs no puedan ser eliminados de la célula [92]. También
se ha demostrado que la presencia de HAPs en los macréfagos favorece la
peroxidacion lipidica, dafio al DNA y activacién de NF«kB [1]. Esta pérdida en la

capacidad del macréfago para eliminar los HAPs predispone a un estado de
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estrés celular, que afecta el potencial de membrana mitocondrial y posiblemente
la produccion de ATP impidiendo la eliminacion eficaz de M.tb; sin embargo, aun
se desconoce la via de sefalizacion que relacione al TLR2 con la expresion de
CYP1A1.[92]

Los lipopéptidos presentes en la pared de M.tb son reconocidos por TLR4, la
sefalizacion de TLR4 induce la sintesis y secrecion de citocinas pro-
inflamatorias incluyendo a la IL-1B [90]. IL-1B es una citocina que puede
promover la apoptosis al inducir la secrecion de TNF-a, el reclutamiento de
FAAD vy la activacion de las caspasas 8 y 3 [77]. Macrofagos deficientes de TLR4
han mostrado disminucidn, aunque no completa de TNF-a [93]. El aumento en la
produccion de IL-1B induce un incremento en la secrecion de TNF-a y promueve
a su vez los procesos de muerte en el macrofago por activacion de las caspasas
[77]. Nuestros resultados muestran incremento en la expresion de los receptores
1y 2 de TNF- a asi como el receptor 1 de IL-1. Este resultado es importante
para el desarrollo de la respuesta inflamatoria ya que la secrecién de la IL-1B
estimula y es estimulada por la secrecion de TNF-a, del mismo modo un
aumento en la secrecion de IL-1 a o B genera un aumento en la expresiéon de su
receptores (1, 2 y RA) para mediar el proceso inflamatorio [94], debido a este
incremento en la secrecion de IL-1B8 y TNF-a se genera un estado de estrés
oxidativo que promueve el dafio celular [95].

Marcadores importantes en el proceso de fagocitosis y activacion de la
respuesta inmune ante M.tb como son el receptor de manosa (MMR), el
marcador DC-SING y CD80 respectivamente, mostraron cambios en su perfil de
expresion cuando los macrofagos fueron expuestos a las diferentes
concentraciones de los EO. Como se ha documentado, el receptor de manosa
es clave en el proceso de reconocimiento y fagocitosis no opsonica de M.tb [96].
Este receptor reconoce manosa presente en la lipoarabinomanana de M.tb. [97,
98]; nosotros identificamos que este receptor disminuye su expresion al
incrementar la concentracion de EO con respecto al control aunque la diferencia
no es significativa. El receptor de manosa es importante durante las fases
iniciales de la infeccion ya que la fagocitosis no opsonica realizada por los
macrofagos es critica para la defensa del huésped debido a que en el liquido
bronquioalveolar no inflamatorio no hay una cantidad suficiente de opsoninas
que puedan promover la fagocitosis opsonica [96]. Al adicionar la concentracion
de 20 ug /ml de EO la expresion del receptor de manosa se incrementa con
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respecto a los valores basales. Se ha documentado que la entrada de M.tb a
través de este receptor puede favorecer la supervivencia del patégeno ya que
inhibe la fusion fagolisosomal de una forma dependiente a glucofosfolipidos [99],
por lo que un aumento en este receptor podria facilitar la supervivencia de la
micobacteria.

Los receptores DC-SING y la molécula coestimuladora CD80 incrementaron su
expresion dependiendo de la concentracion de extracto organico. DC-SING es
un receptor que reconoce diferentes carbohidratos tales como los glico-
conjugados unidos a manosa [100]. Se ha demostrado que ManLAM unido a al
DC-SING puede incrementar la secrecion de IL-10 una citocina supresora de la
respuesta inflamatoria, ademas de interactuar con TLR2 y TLR4 ya que estos
receptores estimulan la produccion de la proteina p65 que posterior a ser
acetilada por la via de DC-SING puede estimular la activaciéon de NFkB y la
liberacion de citocinas anti-inflamatorias [101, 102]. En MA se ha demostrado
que DC-SING incrementa su expresion durante la infeccién con M.tb [103]. Es
posible que el incremento en la expresion de este receptor secundario a la
exposicion a los extractos organicos favorezca la secrecion de IL-10 y de esta
manera limite el control del crecimiento de M.tb.

Una vez que identificamos los cambios en la expresion de receptores de
superficie evaluamos si los extractos organicos ejercian un efecto citotoxico
sobre los macrofagos, los resultados indican que la concentracion de 20 pug/mi
aumenta el porcentaje de células muertas hasta un 26%, con la finalidad de
mejorar la reproducibilidad de los datos al evaluar la capacidad de los
macrofagos para controlar el crecimiento de M.tb y favorecer la ralacion 1:1 se
elimin6 unicamente en el modelo de infeccion la concentracion de 20ug/ml.

Para evaluar si la exposicion a los extractos organicos limita la capacidad
bactericida de los macréfagos por un mecanismo asociado a muerte celular, se
realizaron experimentos de infeccion in-vitro. Al evaluar las unidades formadoras
de colonias se observa nuevamente un fendmeno dosis creciente en donde
observamos el mayor crecimiento bacteriano en los MDM y THP-1 que fueron
expuestos a la concentracion mas alta de los extractos organicos(10ug/ml). Con
base a estos resultados podemos sugerir que los macréfagos pierden la
capacidad de controlar el crecimiento intracelular bacteriano.

Varios mecanismos de defensa pueden ser modificados en el macréfago y tener

como consecuencia un deterioro en la capacidad para controlar el crecimiento
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bacteriano; la muerte celular es uno de los mecanismo ampliamente utilizados
desde el punto de vista inmunolégico para controlar diversos procesos
infecciosos [104].

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial es uno de los indicadores de
muerte celular por lo cual se evaluaron los cambios en el potencial con la sonda
de Mitotracker Red, ademas de evaluarse los procesos tempranos de muerte
como el intercambio de fosfatidilserina a la capa exterior de la membrana celular,
la cual se evalua por la tincibn con Anexina V en macréfagos expuestos a
concentraciones crecientes de los extractos, en cuanto a la tinciéon con Mitotraker
Red se observo que dicho potencial tiende a disminuir cuando se compara con
los macréfagos no expuestos. El andlisis estadistico realizado con ANOVA indica
que existen diferencias significativas entre las condiciones y al realizar
comparaciones independientes esto es; macrofago no expuesto vs. Macrofago +
1ug del extracto (asi como 5, 10 y 20ug) se identificaron diferencias significativas
p<0.0001 n=5. Nuestra hipdtesis es que los EO disminuyen el potencial de
membrana de la mitocondria al grado de inducir muerte celular y afectar vias de
sefalizacion de muerte celular, lo cual se confirma con la tinciéon por Anexina V
en la que se observa aumento significativo a concentraciones altas de EO en las
que se presenta una diferencia significativa en las células positivas a la tincion
con respecto al control. Estos resultados indican un proceso de dafo en las
células a nivel mitocondrial que podrian llevar una pérdida de ATP asi como un
posible proceso de apoptosis temprana inducido por el EO. [98]

Considerando los resultados previos decidimos realizar un ensayo que nos
permitiera evaluar los dos principales procesos de muerte; apoptosis y necrosis
simultdneamente. Este ensayo cuantifica la presencia de histonas en el
sobrenadante (indicador de necrosis) o en las células lisadas (indicador de
apoptosis). Al evaluar 8 experimentos independientes identificamos que los
extractos organicos activan ambas vias de muerte celular, la que induce
apoptosis (p<0.05) y la que induce necrosis (p<0.05) especificamente a
concentraciones de 20ug/ml, sin embargo se muestra una tendencia a
incrementar de forma dosis dependiente para ambos procesos de muerte ante el
estimulo con EO, al comparar entre ambos tipos de muerte celular podemos
observar un incremento en la muerte por necrosis.

Se ha descrito que la cepa H37Rv de M.tb es un cepa virulenta que promueve la
muerte celular por necrosis y pro-apoptética en comparacioén con la cepa Beijing
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[105], hemos observado que la muerte celular en los macrofagos estimulados
unicamente con los extractos organicos genera muerte celular tanto necroética
como apoptdtica, [33] ademas de dano a nivel mitocondrial, el efecto de los EO
en las células pulmonares podria ser un factor que disminuya la capacidad de
eliminacion del bacilo.

Los resultados indican que la muerte por apoptosis se presenta de forma
independiente a la via de las caspasas, este resultado puede deberse a
compuestos especificos como por ejemplo el B-a-Pireno, el cual se ha descrito
altera de forma dramatica las capacidades funcionales como adherencia y
fagocitosis ademas de desencadenar la muerte por apoptosis a través de la via
de las caspasas asi como por la via mitocondrial pues se asocia con una pobre
regulacion de factores de supervivencia como FLIP-1, BCL-XL, ademas la

regulacion de factores pro-apoptéticos como p53[72].

Ya que en los macrofagos se presentan ambos tipos de muerte celular de forma
dependiente e independiente de caspasas, nosotros proponemos un modelo de
sefnalizacion (Figura 13) en que los extractos organicos activan la via intrinseca
de la apoptosis a través del aumento de estrés celular por accion de la hidrolasa
de aril hidrocarburo asi como por la concentracion de los EO en la membrana de
la mitocondria lo cual afecta el potencial de membrana y a su vez disminuye la
disponibilidad de ATP necesario para llevar a cabo procesos de muerte
controlados como la apoptosis, por otra parte se observd que los E.O afectan la
expresion de receptores tipo Toll y aumentan significativamente al receptor 1
para la IL-1 la via de activacion de los TLRs lleva directamente a la secrecion de
citocinas pro inflamatorias importantes para controlar el proceso infeccioso, sin
embargo al ser previamente expuestos a los extractor organicos los macrofagos
se encuentran en un estado de desbalance en las vias de muerte celular que
puede favorecer la diseminacion de la micobacteria al promover la muerte por
necrosis y la infeccion de nuevas células reclutadas por las citocinas pro-

inflamatorias liberadas.
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Figura 13. Modelo propuesto para la pérdida del balance apoptosis-necrosis en
macroéfagos expuestos a E.O e infectados por M.tb. a) En condiciones normales los
macrdéfagos tienen la capacidad de reconocer y activar vias de muerte celular asi como
la produccion de citocinas ante un proceso infeccioso. b) Los macrofagos expuestos a
EO incrementan los niveles de epdxidos asi como estrés intracelular por la activacién de
la Hidrolasa de Aril Hidrocarburo activada por CYP1A1, lo cual promueve dafio a nivel
mitocondrial, efecto que también puede producirse por la concentracién de extracto
organico de PHBC en la membrana mitocondrial [106] promoviendo la disminucién del
potencial de membrana, asi como del ATP disponible para llevar a cabo la muerte por
apoptosis activada por la via intrinseca, bajo esas condiciones los macrofagos son mas
susceptibles a la muerte celular. ¢)Los macréfagos expuestos a EO e infectados por
M.tb incrementan la secrecion de citocinas pro-apoptoticas, aumentan el estrés celular a
causa de la disminucién del TLR-2, importante en la activacion de la hidrolasa de aril
hidrocarburo lo cual favorece la acumulacion de los HAPs [92], en el macréfago se
disminuye el potencial de membrana mitocondrial asi como la disponibilidad de ATP
predisponiendo al macréfago a la muerte por necrosis favoreciendo la diseminacion del

bacilo y progresién de la tuberculosis pulmonar.
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Conclusiones

Estos resultados sugieren que la asociacion epidemiologica que se ha descrito
entre exposicion cronica a humo de lefia y desarrollo de tuberculosis pulmonar
tiene un fundamento inmunoldgico potencialmente asociado a un desbalance en

los mecanismos que regulan la muerte celular de macrofagos.
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