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Resumen

La contaminacion atmosférica es un problema de salud publica a nivel mundial,
particularmente en ciudades industrializadas como la Ciudad de México, en donde
se encuentran dos contaminantes que persisten mas en la atmésfera: Ozono (Os),
un gas altamente oxidante y material particulado (PM<2.5um), el cual contiene
numerosas sustancias toxicas, las cuales pueden ser carcinogénicas. Ambos
contaminantes exceden diariamente la Norma Oficial Mexicana para
contaminantes criterio, que para ozono es de 0.095 ppm/hora al afio y para PM,s es
de 45ug/m°/24 horas. Diferentes estudios han correlacionado la exposicién a estos
contaminantes con sintomas como: inflamacién en las vias aéreas, asma, EPOC,
entre otros; tanto en modelos animales como en humanos. En este trabajo se
evaluo en tiempo real in vivo la respuesta fisiologica e inmunoloégica de la
exposicidn concomitante a O3y PM,s en un modelo de asma alérgica en cobayo,
en la temporada seca-fria (noviembre a febrero), ya que durante este periodo los
contaminantes persisten mas tiempo en la atmoésfera. Para este estudio se
utilizaron 40 cobayos (Cavia porcellus) con un peso de 450-500g, divididos en 8
grupos. Cuatro grupos fueron control no sensibilizados y cuatro grupos fueron
sensibilizados (dia 1) con ovoalbumina (OVA) e hidréxido de aluminio (AIOH3)
como adyuvante. Los animales fueron expuestos a aire filtrado, ozono (1h/dia) y/o
PM2.5 (4h/dia), durante 9 dias. La exposicion se realizdo por medio de un sistema
concentrador de particulas ubicado en CINVESTAV-Zacatenco. El dia 21 se
realizaron curvas de histamina por medio de pletismografia barométrica y 24 horas
después se llevaron a cabo los lavados bronquioalveolares (LBA), con los que se
realizo el conteo celular total y diferencial, asi como los ensayos de ELISA para las
diferentes citocinas como: IL4, IL-6, IL10, IL 17, TNF-a e INF-y, asi como un
biomarcador de dafo pulmonar CC16. En nuestros resultados las curvas de
histamina demostraron hiperreactividad en los animales asmaticos. Se observo un
incremento en el biomarcador CC16, asi como la respuesta inflamatoria

determinada por TNF-a, en todos los grupos experimentales. En paralelo la



respuesta anti-inflamatoria mediada por IL-10 disminuy6 en todos los grupos. Los
niveles de IL-4 incrementaron en todos los grupos, con excepcidn del grupo
asmatico+PM,s. Todos estos cambios fueron comparados con respecto al grupo
control expuesto a aire filtrado. Finalmente, INF-ypresent6 un aumento
significativo en todos los animales asmaticos con respecto a su propio control. Por
otra parte, se realiz6 un analisis de proporcion para IL-4 e INF-y, en donde los
animales asmaticos mostraron una respuesta inmune tipo Th2 en comparacion
con sus controles. Nuestros resultados sugieren que la exposicion a ozono y PM,
induce una respuesta alérgica mediada por linfocitos Th2, con hiperreactividad en
las vias aéreas para los animales sensibilizados. Es necesario evaluar los cambios
de la respuesta respiratoria en la temporada seca-caliente de estos dos

contaminantes en el fututo.



Introduccion

1. Asma

El asma se ha reconocido como una condicién patologica por mas de 200 afos
(Koenig, 2000), sin embargo, existen diferencias de concordancia para definirla.

En 2016 la Iniciativa Global para el Asma (GINA) definié el asma como:

“una enfermedad heterogénea, usualmente
caracterizada por la inflamacion cronica de las vias
respiratorias. Con sinfomas como: sibilancia, respiracion
entrecortada, opresion en el pecho y tos, la cual varia en
tiempo e intensidad, ademas de la variable de limitacion
de flujo aéreo.”

La principal caracteristica que interviene en el desarrollo de esta enfermedad es la
inflamacién crénica de las vias respiratorias, o que deriva en una obstruccion de
los bronquios. Esta particularidad esta asociada en parte, a la hiperreactividad
bronquial, es decir, a la respuesta contractil excesiva del musculo liso de los
bronquios, la cual puede estar ocasionada por diversos estimulos (Torres & de
Mora, 2005).

En esta caracteristica es donde radica la heterogeneidad de esta enfermedad, ya
que existen distintos factores que desencadenan las crisis asmaticas. Entre ellos,
podemos encontrar a los factores ambientales y la susceptibilidad genética de los
individuos. Este ultimo punto ha sido uno de los problemas principales para el
estudio, el diagndstico y la terapéutica; ya que la combinacidn de factores
ambientales y genéticos propician el desarrollo de diferentes fenotipos y formas de
asma (Tabla 1) (GINA, 2016).



Tabla 1. Fenotipos de asma mas comunes.

Fenotipo de Asma Caracteristicas

Causada por algun alérgeno, el perfil

celular de estos pacientes revela
Asma alérgica (Extrinseca)

inflamacion de las vias respiratorias por

eosinofilia.

No esta asociada con ningun alérgeno.

El perfil celular de estos pacientes es:
Asma no alérgica (Intrinseca)

neutrofilia, eosinofilia o poca cantidad

de células inflamatorias.

Presencia de asma en la adultez,

particularmente en las mujeres no
Asma tardia asociada al asma alérgica. En este

cuadro se presenta resistencia a los

corticosteroides.

Se presenta en pacientes con un largo

proceso asmatico, desarrollando una
Asma con limitacién de flujo aéreo limitacion de flujo aéreo fija. Esto puede

deberse a la remodelacién de las

paredes del sistema respiratorio.

Proceso asmatico asociado con la
Asma con obesidad obesidad, en el cual predominan los

eosinofilos.

El asma alérgica es uno de los fenotipos asmaticos mas estudiado, ya que los
alérgenos pueden generar un patron de respuesta inmunoldgica particular,
especialmente en el inicio de esta enfermedad; ademas es el tipo de asma que se
presenta con mayor frecuencia alrededor del mundo principalmente en los paises
industrializados (Torres & de Mora, 2005).

10



1.1 Epidemiologia del Asma

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 300
millones de personas en el mundo padecen asma. Adicionalmente se estima que
para el 2025 se incrementara este numero en 100 millones de pacientes en zonas
urbanas (Barnes et al., 2009). En México el asma es una de las 10 primeras
causas de urgencias médicas y de consulta externa de los servicios de salud
(Solis, 2010), lo cual repercute considerablemente en la economia y en la calidad

de vida del paciente.

Se calcula que a nivel global el asma tiene una prevalencia que oscila entre el 1%
y el 18% (GINA, 2016). Ademas, a partir de 1991, comenzaron a estudiarse los
casos de asma en nifos a través del Estudio Internacional Sobre Asma y Alergias
en la Nifiez (ISAAC, por sus siglas en inglés), demostrando que existia una gran
variabilidad en la prevalencia del asma en México, la cual oscila entre 0.2% al
8.6% en adultos jovenes (Vargas, 2009), sin embargo, en el asma infantil la
prevalencia es de 4.7% (del Rio-Navarro et al.,, 2008). El aumento en la
prevalencia de enfermedades respiratorias y alérgicas como el asma, contribuye a
la morbilidad y a la mortalidad de los pacientes, asi como al aumento de costos en
medicamentos, hospitalizaciones, uso de la atencion en salud, ausentismo escolar
y laboral (Solis, 2010).

1.2 Fisiopatologia del Asma

Sistema Respiratorio

El sistema respiratorio se encuentra en intimo contacto con el medio externo, se
estima que diariamente inhalamos de 10000 a 15000 litros de aire, exponiendo a
las vias respiratorias a toda clase de sustancias quimicas y biolégicas (Sierra-
Vargas, 2009).
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Este sistema cumple tres funciones trascendentales: conduccion del aire, filtracidon
del aire e intercambio de gases (respiracion) (Ross & Pawlina, 2007). Las vias
aéreas del aparato respiratorio estan dividas en una porcion conductora y una

porcidn respiratoria.

La porcion conductora se distingue por la cavidad nasal, la boca, la rinofaringe, la
orofaringe, la laringe y la traquea. A partir de la traquea, el sistema respiratorio se
divide en dos porciones que se ramifican formando los bronquios (principales,
secundarios y terciarios), bronquiolos y bronquiolos terminales, que
progresivamente disminuyen su diametro y longitud (Figura 1) (Ross & Pawlina,
2007).

Figura 1. Diagrama de las vias respiratorias (Ross & Pawlina, 2007).

En la parte distal de los bronquiolos terminales se encuentran los bronquios
respiratorios formados por los conductos alveolares, sacos alveolares y los

12



alveolos, encomendados de la unidad pulmonar encargada del intercambio
gaseoso (Gartner & Hiatt, 2007).

El asma alérgica presenta algunas caracteristicas importantes, que persisten en
los bronquios o bronquiolos, tales como la inflamacién de tipo croénica,
hiperreactividad bronquial, hipersecrecion de moco y la remodelacion de las vias
aéreas (Kotses, 2010; Lépez et al., 2009). Una de las caracteristicas mas
importantes es la hiperreactividad bronquial, la cual se define como la capacidad
de reaccionar exageradamente ante un estimulo. La hiperreactividad bronquial
puede asociarse a la predisposicion genética denominada atopia, en la cual los
individuos producen una mayor cantidad de inmunoglobulinas especificas, asi
como a factores ambientales, es decir la presencia de cualquier antigeno
(Murdoch & Lloyd, 2010).

Dentro de los mecanismos de la enfermedad se observan dos tipos de respuesta:
la respuesta temprana y la respuesta tardia. La respuesta temprana comienza de
10 a 15 minutos después de la exposicion al antigeno, donde se inicia el
estrechamiento de las vias respiratorias, con una mejoria a los 60 minutos

aproximadamente (Lingappa & Ganong, 2000).

La fase inicial en el desarrollo del asma (sensibilizacidn), consiste en el ingreso de
un antigeno al sistema respiratorio. Una vez dentro, es reconocido por las células
presentadoras del antigeno (CPA), que se encuentran en el tracto respiratorio.
Estas células lo procesan y lo presentan a los linfocitos T mediante las moléculas
de histocompatibilidad (MHC) de clase Il (Holgate et al., 2012). Posteriormente los
linfocitos T lo reconocen y se diferenciaran a linfocitos T cooperadores 2 (Th2) y
comenzaran a secretar su patrén caracteristico de citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13) (Tabla 2) (Chung, 2001; Holgate et al., 2012; Lingappa &
Ganong, 2000; Oettgen & Broide, 2011). Esta respuesta Th2 inhibe la respuesta
Th1, es decir, mientras la respuesta Th2 se active productos como IL-4 inhibiran a

INF-y disminuyendo la respuesta tipo Th1, por lo tanto, cuando se incremente
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INF-y disminuira IL-4 activando la respuesta Th1, ademas, recientemente se ha
encontrado que la respuesta Th17 tiene una participacién en el desarrollo de asma
en animales (Yang et al., 2010).

La principal interleucina de la respuesta tipo Th2 es IL-4, la cual, inducira un
cambio de isotipo de células B a células plasmaticas secretoras de IgE especifica.
Esta inmunoglobulina interacciona con los receptores de las células cebadas (Fce)
y con los basodfilos que estan presentes por la influencia de las citocinas Th2
(Figura 1) (Holgate et al., 2012; Neote et al., 2007; Oettgen & Broide, 2011).

Posterior a la sensibilizacion, se presenta una fase de respuesta, la cual ocurre
cuando el individuo es expuesto al alérgeno por segunda vez, el cual se acopla
rapidamente a las IgE especificas, las cuales estan unidas a los mastocitos. El
resultado de esta union es la degranulacion de células cebadas y la liberacion de
potentes bronco-constrictores como histamina, leucotrienos y tromboxanos

(Lingappa & Ganong, 2000).

Después de la exposicion (4-8 h) al antigeno, aparece la respuesta tardia, que
comienza con la liberacién de mediadores como las prostaglandinas, leucotrienos
y las citocinas Th2, mismas que sirven como quimiotacticos de eosindfilios (Figura
2) y otros linfocitos Th como los Th17 (Holgate et al., 2012; Lingappa & Ganong,
2000; Oettgen & Broide, 2011). Estos produciran otros mediadores que se les
sumaran, tales como TNF-a, IL-4; IL-13 (Tabla 2) y quimiocinas que a su vez
también son producidas por células epiteliales (Chung, 2001; Holgate et al., 2012;
Neote et al., 2007). Todos estos mediadores son responsables de activar y
mantener la sintomatologia del asma, ademas de activar la hipersecrecion de

moco y edema pulmonar (Lingappa & Ganong, 2000).
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Tabla 2. Principales citocinas relacionadas en el proceso inflamatorio.

Citocina Procedencia

IL-2 Principalmente linfocitos Ty Promueve la proliferacion de
NK. linfocitos T.
IL-3 Linfocitos T, Mastocitos y Estimula el desarrollo de
Eosindfilos. mastocitos y baséfilos. Promueve
la supervivencia de eosindfilos.
IL-4 Linfocitos Thy, NK T, Promueve la diferenciacion de

Basdfilos, Mastocitos y

linfocitos T a Th2.

Eosindfilos. Estimula linfocitos B para que
realicen cambio isotipo a IgE.
Regula la expresion de VCAM-1
en células endoteliales.
IL-5 Linfocitos T, Matocitos y Activacion y diferenciacion de
Eosindfilos. eosinofilos.
IL-6 Predominantemente Promueve la diferenciacion de

Monocitos y macréfagos;
algunas veces Eosindfilos,
Mastocitos y Fibroblastos.

linfocitos T a Th17; asi como
linfocitos B a células plasmaticas.

IL-9 Linfocitos Ty T9. Aumenta el crecimiento de
mastocitos. Incrementa la
produccion de moco.

IL-10 Linfocitos T, Linfocitos B, Inhibe la proliferacion de

Macrofagos y Monocitos.

linfocitos T.
Regula la produccion de citocinas
proinflamatorias por medio de
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IL-13

IL-17

TNF-a

INF-y

Predominantemente
Linfocitos Th,, Mastocitos,
Basdfilos y Eosindfilos.

Linfocitos Th47, Neutrofilos

y Basofilos.

Mastocitos, Macrofagos,
Monocitos y Células
epiteliales.

Linfocitos T y NK.

linfocitos Th1 y Th2.

Promueve el cambio de isotipo a
lgG.

Incrementa la hiperreactividad
bronquial.

Induce el reclutamiento y

activacion de neutrofilos.

Regula la expresion de moléculas
de adhesion endotelial.
Quimioatractor para neutrofilos y
monocitos.

Supresion de linfocitos Thy.
Inhibicion del cambio de linfocitos
B a isotipo IgE.

Incrementa la expresién ICAM-1
en el endotelio, asi como células

epiteliales.
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Figura 2. Respuesta inmune inducida por un antigeno (Abbas, 2002).
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1.3 Mecanismos de defensa Pulmonar

Dentro de los mecanismos de defensa pulmonar se encuentra el epitelio, el cual
cumple una funcion de proteccion y secrecidon. Las células secretoras producen
sustancias protectoras que atrapan o contrarrestan los efectos de los agentes
inhalados; adicionalmente, estas células tienen la capacidad de reparacién vy
regeneracion, lo que mantiene funcionando la arquitectura del sistema respiratorio,
aun en afecciones severas. Aunado a esto, las células son capaces de expresar
citocinas, como se menciono anteriormente, mismas que regulan la actividad del

sistema inmune encargado de combatir patégenos (BéruBé et al., 2010).

Otro componente importante es el sistema mucociliar, y su funcién principal es
atrapar particulas foraneas, patdogenos, disolver gases nocivos, humidificar el
tracto respiratorio y facilitar la limpieza del pulmon mediante células ciliadas que
remueven los agentes dafinos hacia el exterior (Thornon et al., 2008). El moco es
sintetizado por las glandulas de la submucosa y las células caliciformes de los
bronquios (Ross & Pawlina, 2007), sin embargo, en el asma puede incrementarse
el numero de células caliciformes en esta region, presentando hiperplasia
mucoide. Por otro lado, en el epitelio bronquiolar se encuentran las células de Club
las cuales se diferencian en células mucoproductoras presentando metaplasia
mucoide (Kim et al., 2002).

Todos estos constituyentes (células del sistema inmune, epitelio y tejido conectivo)
trabajan en colaboracion para mantener la integridad epitelial y la integridad del
organismo contra hospederos potenciales y sustancias agresivas del ambiente
(Murphy et al., 2008). La eficiencia de este sistema reside en la alta especificidad

para discriminar “lo propio” y “lo no propio” del organismo (Marshall et al., 2008).

Para que la respuesta inmune se realice de manera adecuada en el pulmon, es

necesaria la intervencion de moléculas de senalizacion como las citocinas. Estas
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moléculas estan implicadas en la respuesta inflamatoria y no se expresan
constitutivamente en el pulmén, sino que responden a estimulos exdgenos
(O'Shea & Lipsky, 2002), como por ejemplo los contaminantes del ambiente.
Ademas, el pulmén produce una proteina (CC16) que modula la respuesta inmune

ante la exposicion de elementos irritantes.

CC16 en Inflamacion Alérgica

Existe una diversidad celular que refleja una variedad de proteinas, estas
proteinas se han convertido en biomarcadores especificos en el pulmén. Tal es el
caso de CC16, la cual es una proteina homodimérica con un peso de 15.8-KDa.
Es secretada en grandes cantidades, en las vias aéreas por células Club no
ciliadas del epitelio bronquiolar (Broeckaert & Bernard, 2000). Esta proteina juega
un papel importante como protector en contra del estrés oxidante y la respuesta
inflamatoria en el pulmoén, en los ultimos afios se ha utilizado como un
biomarcador de dafio y de exposicion pulmonar (Bolton, 2008) ya que sus niveles
plasmaticos evidencian el dafo en el epitelio pulmonar (Garcia et al., 2013).

2. Contaminacion Ambiental

La contaminacion es un problema grave en todo el mundo, ya que altera el
equilibrio de los ecosistemas, por la presencia de algun agente fisico, quimico,
biolégico o la combinacion de algunos de ellos. Los contaminantes pueden ser de
origen natural, cuyas fuentes son los incendios forestales, las erupciones
volcanicas, impactos de meteoritos y/o evapo-transpiraciones marinas o edaficas.
Por otro, lado se presentan las fuentes antropogénicas siendo las mas importantes
la industria, fuentes moviles y urbanizaciones, entre otros (Koenig, 2000). Este
fendbmeno puede originarse exclusiva o simultaneamente en el suelo, agua o aire;
siendo este ultimo el mas importante debido al alto impacto sobre la salud, ya que

lo respiramos diariamente.
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2.1 Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica es una mezcla de gases, particulas o agentes
biolégicos que modifican la composicion normal del aire al agregarse en
determinadas cantidades, y puede ser perjudicial para la salud (Falcén-Rodriguez,
2012). Adicionalmente, afecta estructuras y materiales, y puede ocasionar
cambios en las condiciones meteoroldgicas o climaticas (Vallejo et al., 2003). La
composicién de la contaminacion ha cambiado a través del tiempo debido a su

fuente de emisiones y a las condiciones climaticas de cada ciudad.

Los contaminantes atmosféricos se clasifican por su origen en primarios y
secundarios. Los contaminantes primarios son aquellos que, una vez liberados a
la atmésfera mantienen sus propiedades tal cual fueron emitidos, estos incluyen:
el monoxido de carbono (CO) y el biéxido de azufre (SO,). Los contaminantes
secundarios se forman en la atmosfera y son producto de las reacciones quimicas
o fotoquimicas en las que intervienen los contaminantes primarios, tal como los
oxidos para dar origen al ozono (O3) y los sulfatos (Baird & Cann, 2008). En la
Ciudad de México, los residentes estan expuestos crénicamente a altos indices de

contaminacion atmosférica.

2.2 Contaminacion en la Ciudad de México

La Ciudad de México se ubica en una cuenca, con una superficie de 7854 Km?,
una altitud de 2240 metros sobre el nivel del mar (msnm), se encuentra rodeada
por la Sierra de Guadalupe al norte, al oeste por la Sierra de las Cruces, al sur por
la Sierra del Ajusco y al oriente por la Sierra Nevada que incluye a los volcanes
Iztaccihuatl y Popocatépletl. Presenta una temperatura promedio que oscila entre
los 24.6°C y 11.6°C y precipitaciones anuales de 697.8mm; donde se han
clasificado tres temporadas climaticas (Tabla 3) (CONAGUA, 2015).
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Particularmente con la altitud en relacion con el nivel del mar, la concentracion de
oxigeno esta disminuida, lo que reduce la eficiencia de los motores de combustion
interna, mismos que aumentan la concentracion de mondxidos de carbono y de

hidrocarburos en esta Ciudad (Vallejo et al., 2003).

Tabla 3. Temporadas climaticas en la Ciudad de México.

Temporada Climatica Descripcion

Comprende los meses de noviembre a
febrero; se caracteriza por la escasa
Seca-Fria
precipitacion y bajas temperaturas, lo
que provoca inversiones térmicas.
Comprende los meses de marzo a
mayo; en esta temporada el aumento
Seca-Caliente en la temperatura y la radiacion
favorecen la formacion de
contaminantes como el ozono.
Comprende los meses de junio a
octubre; en esta temporada disminuyen
los niveles de contaminantes, ya que la
humedad del aire favorece la reaccién
Lluvias
en fase acuosa de  algunos
contaminantes gaseosos y en el suelo
se inhiben los procesos de liberacidn

y/o suspension de particulas

La Ciudad de México cuenta con una poblacion de 8.918 millones de habitantes
(INEGI, 2015) y con una flota vehicular de 5.5 millones de vehiculos, los cuales
contribuyen con el 46% de las emisiones contaminantes (precursores de ozono y
particulas) (SEDEMA-DF, 2014).
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Dentro de los contaminantes atmosféricos de la Ciudad de México, podemos
encontrar a los contaminantes criterio, tales como: dioxido de azufre (SO), 6xidos
de nitrégeno (NOx), didxido de nitrégeno (NOz), mondxido de carbono (CO),
compuestos organicos volatiles (COV), hidrocarburos (HC), plomo (Pb), ozono
(Os) y particulas suspendidas (SEDEMA, 2015).

Dichos contaminantes alteran la composicién de la atmosfera, provocando como
consecuencia cambios en el clima y ocasionando enfermedades a la poblacién.
Varios estudios han correlacionado la exposicién de estos contaminantes con la
morbilidad debido a enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias

cronicas y agudas, asi como exacerbaciones de asma (Kafoury & Kelley, 2005).

El estudio mas importante en México realizado por el Instituto Nacional de
Ecologia y Cambio Climatico (INECC), relacion6 la muerte de 38 mil personas con
diversos padecimientos como cancer de pulmén, enfermedades cardiopulmonares
e infecciones respiratorias con la exposicion a la contaminacién atmosférica, entre
los afios 2001 y 2005 (INECC, 2009). En 2010 la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) report6 que en México fallecieron 14 mil 700 personas por las
mismas causas. Actualmente de acuerdo al Instituto Mexicano para la
Competitividad (IMCO) el numero de muertes se estimo en 1723 al afio debido a la
contaminacion (IMCO, 2010). Siendo el ozono y material particulado PM.s los
contaminantes mas estudiados, ya que persisten en el ambiente durante casi todo

el ano.

3. Ozono (0s3)

El ozono (O3) es un gas altamente reactivo compuesto por tres atomos de
oxigeno. Es un contaminante secundario formado en la atmodsfera por un complejo
sistema de reacciones fotoquimicas, el cual consta de la oxidacion de

contaminantes primarios o precursores, como los compuestos volatiles organicos
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(COV), especialmente el benceno (CsHs), el tolueno (CeHsCH3), el mondxido de
carbono (CO), y los 6xidos de nitrogeno (NOx); los cuales son disociados por la
luz solar (Brunekreef & Holgate, 2002). Sin embargo, para producir niveles
elevados de O3 en la atmosfera deben de existir condiciones meteoroldgicas
particulares, es decir temperatura mayor a 27°C, cantidades elevadas de radiacion
UV y ausencia de viento (Segura & Arriaga, 2003). Estas condiciones estan
presentes en la Ciudad de México principalmente durante la época seca-caliente
junto con los precursores del O3 en la troposférico.

La Norma Oficial Mexicana de Salud Ambiental (NOM-020-SSA1-2014) establece
limites permisibles de exposicion para el ozono en 0.095 ppm por hora de
exposicion una vez al afo para la proteccién de la salud en la poblacion. Sin

embargo, no es el unico contaminante al que estamos expuestos.

4. Material Particulado

El material particulado (PM) es una compleja mezcla de solidos o liquidos en
suspension, que se clasifican de acuerdo a su origen (Tabla 4). Misma que puede
ser de origen natural (como incendios forestales, erupciones volcanicas o
erosiones), u origen antropogeénico (industrial, estufas de lefa y fuentes moviles
que utilicen combustible como diésel y gasolinas). Estas particulas estan
compuestas por un nucleo de carbén y por medio de reacciones quimicas y/o
fotoquimicas se agregan otros tipos de particulas, como: hidrocarburos
aromaticos, metales, no metales, metaloides, elementos de transicion interna; asi
como elementos biologicos entre los que destacan bacterias, hongos, algas, polen
y virus (Falcon-Rodriguez et al., 2016).

23



Tabla 4. Tipos de particulas que se encuentran en la atmésfera de acuerdo a sus
componentes.

‘ Descripcion
ROFA (Particulas de residuos de

combustibles)

Componentes

Mezcla de sulfatos, compuestos

nitrogenados, carbén y metales.

UAP (Particulas del Valle de Utah)

Altos niveles de metales en transicion.

DEP (Particulas de escape de diésel)

Metales en transicion asi como

hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Otra caracteristica importante de las particulas, ademas de su composicion es su

tamafo, que varia desde unos cuantos nm hasta cientos de um, los cuales de

acuerdo a su tamano se alojaran en las distintas porciones del tracto respiratorio,

produciendo diferente dafo, por ejemplo, las particulas finas (PM.5s) al traspasar

bronquios y alveolos, provocan enfermedades respiratorias (Tabla 5) (Falcon-

Rodriguez et. al., 2016).

Tabla 5. Clasificacion del material particulado segun su tamario.

Descripcion

Lugar donde se puede

Tamano de la particula

depositar

Gruesa PM<10um Vias aéreas superiores

Fina PM<2.5um Bronquios y alveolos
Atraviesan el sistema

Ultrafina PM<1um circulatorio, higado, bazo
0 cerebro

Cabe destacar que la toxicidad y la concentracion de los componentes de las

particulas colectadas en la Ciudad de México varian en funcién del lugar de

recoleccion, lo que sugiere que los efectos celulares estan relacionados con el

contenido de metales o endotoxinas (Rosas-Pérez et.al., 2007). En un estudio

realizado por Alfaro-Moreno y colaboradores demostraron que la zona norte, al ser

el principal centro de industria de la Ciudad de México, contiene los niveles mas
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elevados de metales y azufre; mientras que la zona sur se caracteriz6 por
presentar un mayor nivel de material organico (Alfaro-Moreno et al., 2002). La
Norma Oficial Mexicana de Salud Ambiental (NOM-025-SSA1-2014) establece

para PM 5 45 ug/m3 por cada 24 horas de exposicion.

Antecedentes

5. Efectos de la Contaminacion Atmosférica en la Salud

El impacto de la contaminacion atmosférica sobre la salud es un problema
complejo, ya que la susceptibilidad a la exposicion de contaminantes del aire varia
de persona a persona y de acuerdo a las condiciones de salud del individuo
(estado de nutricidn, sistema inmunoldgico, enfermedades cardiacas, adiccion al
cigarro o asma) (Vallejo et al., 2003). La exposicion del sistema respiratorio a
contaminantes provoca de manera general alteraciones estructurales en el
parénquima pulmonar, que repercute de manera significativa en la fisiologia (a
nivel sistémico, organico o celular) (Guyton, 1994). Ademas, el dafio puede
trascender a otros sistemas como: el circulatorio, el digestivo y el nervioso (Landis
& Yu, 1999). Sin embargo, el aparato respiratorio al ser el 6rgano de exposicion,

se altera con mayor frecuencia.

5.2 Efectos del Ozono en la salud

El dafo a la salud asociado con el ozono puede ser agudo (con exposicién de 1 a
3 horas) o cronico (con exposicion de mas de 3 meses) (SEDEMA, 2015). El
principal sitio de accion del ozono sobre el ser humano es la mucosa de las vias
respiratorias donde causa inflamacion y dafo celular en el tejido pulmonar
(Trasande & Thurston, 2005). Los principales sintomas que provoca son: tos,

sibilancia, cefalea, nauseas, malestar general e irritacion de la nariz y de la faringe
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(Vallejo et al., 2003); ademas, incrementa la respuesta inmune ante alérgenos, en
algunos individuos (Molfino et al., 1991).

Varios estudios han relacionado la exposicibn a ozono con un incremento en
exacerbaciones asmaticas, infecciones respiratorias y reduccion de la funcién
pulmonar (Trasande & Thurston, 2005). Ademas, esta asociada con la ausencia
escolar y admisiones hospitalarias por enfermedades respiratorias, tanto en

asmaticos como en no asmaticos (Trasande & Thurston, 2005).

5.3 Efectos de PM<2.5um en la salud

Las particulas depositadas en el pulmén interactuan con el epitelio pulmonar a
través de sedimentacién, impactacion interna, difusion (movimientos Brownianos)
y/o cargas eléctricas (Tabla 6) (Koenig, 2000); lo que genera daino local o en todo
el aparato respiratorio, incrementando la permeabilidad celular o reduciendo la
actividad mucociliar (Falcon-Rodriguez et al., 2016).

Las particulas (PM<2.5um) entran facilmente a las vias respiratorias y son
internalizadas por los macréfagos alveolares, lo que induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias (Schreiber et al., 2013), junto con la migracion de
macrofagos, eosindfilos y neutrdéfilos al tejido alveolar (Sanchez, 2012). El proceso
inflamatorio es capaz de generar Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y estrés
oxidante dentro del pulmoén (Falcon-Rodriguez et al., 2016). Ademas, las
particulas son consideradas como elementos transportadores y adyuvantes (por el
alto grado de contenido de elementos y/o compuestos quimicos) de la inflamacién
en todo el tracto respiratorio superior e inferior, aumentando el riesgo de
incrementar las sensibilizaciones y el desarrollo de asma alérgica (Sanchez,
2012).
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Tabla 6. Procesos por el cual las particulas entran en el sistema respiratorio.

Las Particulas son depositadas en el
Sedimentacion pulmén por tamafo y peso (fuerzas
gravitacionales).
Mientras el aire fluye, cargado de
Impactacién Interna particulas, éstas golpean las paredes
de las vias aéreas o sus bifurcaciones.
En el proceso de inhalacion, el flujo del
aire disminuye y la regién pulmonar se
Difusion (Movimiento Brownianos) estrecha, por lo tanto, las particulas
penetran a través de las paredes de la
via aérea por difusion.
Es un proceso poco comun, suele
ocurrir cuando las particulas tienen una
Cargas Eléctricas carga eléctrica. El epitelio, al tener
carga negativa atrae a las particulas

con carga positiva.

Se ha demostrado que la exposicion a corto plazo de PM2.5, tanto en animales
como en humanos, puede disminuir la funcion respiratoria, asi como exacerbar las
crisis asmaticas (Gerlofs-Nijland et al., 2005). Sin embargo, a largo plazo es un
importante factor de riesgo en el caso de la mortalidad por cancer pulmonar y
enfermedades cardiopulmonares (Pope et al., 2002). Asimismo, varios estudios
epidemioldgicos han demostrado la asociacion entre los ingresos hospitalarios por
enfermedades respiratorias, tales como: el asma y las alergias por incremento de

material particulado en la atmoésfera (Bernal, 2009; Brunekreef & Holgate,
2002; Gerlofs-Nijland et al., 2005).

Actualmente existen muy pocos estudios que evaluen el efecto concomitante de la
exposicion simultanea a O3 y PM25, en el desarrollo temporal de la patogénesis
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del asma alérgica en tiempo real. Por lo que en este estudio se evaluaron las
modificaciones fisioldgicas, inmunoldgicas y toxicoldgicas inducidas por la
exposicion concomitante a Oz y PMy5 de la Ciudad de México en un modelo de
asma alérgica utilizando cobayos sensibilizados a ovoalbumina (OVA), con la
finalidad de aportar evidencias cientificas que permitan emitir recomendaciones
que pudiesen modificar los criterios de la Norma oficial Mexicana de Calidad del
Aire, tanto para O3 como PM 5, que hasta hoy se basa en sus efectos individuales
y no aditivos como suelen presentarse en la mezcla de contaminantes

atmosfeéricos de nuestra Megaldpolis.
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Justificacion

El asma es una enfermedad que afecta a mas de 300 millones de personas en el
mundo y se ha pronosticado que para el 2025 habra 100 millones mas de
asmaticos en zonas urbanas. Se ha sefalado a la contaminacion como una
probable causa del incremento de pacientes asmaticos, ya que en areas urbanas
se presenta un mayor numero de casos, principalmente en ciudades, como la
Ciudad de México, ya que, debido a sus caracteristicas geoldgicas, fisicas y de
urbanizacién presentan uno de los indices de contaminacion mas elevados.
Principalmente para ozono y material particulado, los cuales exceden diariamente
su norma, lo que podria incrementar el riesgo de desarrollar enfermedades
respiratorias, o empeorarlas en la poblacién susceptible. Por lo tanto, es
importante evaluar los cambios pulmonares producidos por la exposicidn a estos

dos contaminantes ya que este tipo de estudios no se han realizado en México.

Hipotesis

La respuesta inflamatoria caracteristica del asma se exacerbara en los animales
sensibilizados expuestos a material particulado PM<2.5um y ozono, durante la

época seca-fria.
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Objetivo General

Evaluar la respuesta fisioldégica, inmunologica y celular de la exposicion
concomitante a ozono y PM2.5, en un modelo de asma alérgica en cobayo,

durante la temporada seca-fria del afio (noviembre-febrero).

Objetivos Particulares

= Determinar el grado de hiperreactividad de las vias aéreas mediante curvas
de histamina (dosis acumulativas), evaluando el indice de bronco-
obstruccion (PenH) por medio de pletismografia barométrica.

= Evaluar las diferentes citocinas (IL-4, IL-6, IL-17, IL-10, TNF-a, INF-y) y el
biomarcador de dafio pulmonar (CC16) en lavados bronquioalveolares,
mediante ensayos de ELISA.

= Evidenciar la respuesta inflamatoria de las vias aéreas, mediante el conteo

diferencial celular en lavados bronquioalveolares.
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Material y Método

Animales

Se utilizaron 40 cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa Durkin-Hartley, con
un peso promedio de 350 a 400 g. Los cobayos se mantuvieron en condiciones
convencionales de humedad, temperatura y alimentacion, en el bioterio del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), los animales se
mantuvieron dentro de un ciclo de 12/12 horas de luz/oscuridad, con un 50 a 70%
de humedad ambiental, manteniéndolos dentro de una cama de olote esterilizada
y con aire filtrado. Se alimentaron con croquetas para cobayo (Harlan S.A. de
C.V.) y agua esterilizada ad libitium. Posteriormente, los animales se trasladaron al
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (Cinvestav) unidad Zacatenco; en
donde se mantuvieron bajo las mismas condiciones de higiene y alimentacion.
Este proyecto fue aprobado por el Comité Etico y Cientifico del INER (B21-13)
(Anexo1).

Sensibilizacion

Los animales fueron divididos en 8 grupos experimentales, cada grupo contenia
una n de 5 animales. La tabla 7 muestra los diferentes grupos y el tratamiento
especifico seguido durante el experimento, en donde se puede observar que cada
grupo sensibilizado presenta su contraparte, es decir, su propio grupo control. A
cada grupo se le asign6é un color. Los animales del grupo 3, 4, 6 y 8 fueron
sensibilizados de la siguiente manera (Figura 3).

Dia 1: los animales fueron inyectados via intradérmica e intraperitoneal con una

mezcla de 1mg/mL de Ovoalbumina (OVA) y 1mg/mL de hidroxido de aluminio
Al(OH)3; como adyuvante, disueltos en 1mL de Solucion Salina (SS).
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Dia 8: se administré un refuerzo a través de la via inhalada de 3 mg/mL de OVA
durante 5 minutos con ayuda de un nebulizador (Yuehua, WH802, Corea).

Dia 15: un segundo refuerzo fue administrado (via inhalada) de 0.5 mg/mL de
OVA durante 1min, nuevamente utilizando el nebulizador Yuehua WH802, Corea.

Figura 3. Disefio experimental de sensibilizacion en el modelo de asma alérgica en
cobayo.

Exposicion

Material Particulado

Los animales fueron expuestos a PM2.5, por medio de un Sistema Concentrador
de Particulas (SCP) durante periodos de 4 horas por dia, tres dias a la semana
por tres semanas (Tabla 7). La exposicion se llevo a cabo durante los meses de
noviembre y diciembre de 2013 en el CINVESTAV unidad Zacatenco, ubicado en
la zona industrial al norte de la Ciudad de México. Los grupos expuestos fueron:
control+PMy5 (grupo negro), asmatico+PM,s (grupo azul), control+PM;5+03
(grupo verde) y asmatico+PM, 5+0O3 (grupo rojo) respectivamente, mientras que los
grupos control+AF (grupo rosa) y asmatico+AF (grupo morado) solo inhalaron aire
filtrado.
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Tabla 7. Grupos Experimentales.

El sistema concentrador de particulas consta de una serie de unidades, en donde
las particulas son tomadas directamente de la atmésfera y mediante una cadena
de pasos, estas son concentradas. Las caracteristicas del equipo permiten el uso
para estudios de toxicologia inhalatoria. En este sistema las particulas pasan a
través de un bafio maria, el cual se encuentra a 26-27°C y en donde son
saturadas con vapor. Posteriormente, pasan a través de un condensador (Chiller),
el cual mantiene bajas temperaturas (-6°C), lo que permite la concentracion de las
particulas de menor tamafio por transformacion de gas a liquido. Con el fin de
aumentar la concentracidn de particulas, estas pasan a través de un filtro
impactador, el cual solo permite el paso de PM<10um. En seguida, atraviesan
desecadores que eliminan el exceso de agua en las particulas, manteniendo la

humedad relativa dentro de ellas. Consecutivamente, atraviesan impactadores en
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cascada, los cuales permiten el paso unicamente a PM2.5um (Figura 4).
Finalmente, las particulas son enviadas a las camaras de exposicion a las cuales

se les controla la temperatura, la ventilacion y la transpiracion (Figura 5).

Figura 4. Esquema representativo del Concentrador de Particulas.

Figura 5. Sistema Concentrador de Particulas y camaras de exposicion para los cobayos.
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Ozono

Adicionalmente, algunos grupos fueron expuestos a 0.11ppm de ozono durante
periodos de una hora, tres dias a la semana, durante 3 semanas (Tabla 7). Los
grupos expuestos fueron: 5, 6, 7 y 8 respectivamente. Para este procedimiento se
utilizé un generador de ozono de la marca Dasibi modelo 1008-PC (Figura 6).

Figura 6. Generador de ozono. Exposicion de los animales a 0.11ppm.

Analisis de la composicion del Material Particulado

(PM<2.5.m)

Las muestras del PM,s del aire ambiente fueron obtenidas utilizando
muestreadores mini Vol (Air Metrics, Eugene, OR) ajustado a un flujo de 5L/min.
Se utilizaron filtros de teflon de 37mm (PTFE 2 mm pore, Gelman Science, Ann
Arbor, MI), los cuales fueron pesados y equilibrados en una balanza analitica
antes y después de la colecta, para determinar la concentracion de masas.
Después se realizé el analisis de elementos inorganicos siguiendo la técnica de

Fluorescencia de Rayos X (XRF), establecida por Espinosa et al. (2012).

Ademas, se realizé el analisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPSs),
utilizando como técnica analitica la cromatografia de masas de 4 polos con

deteccion por espectrometria de masas (GC-gMS, modelo 6890 plus/5973N,
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Aglient Technologies, CA, USA), siguiendo el procedimiento ya desarrollado por
Amador-Murioz et al. (2014) y Villalobos-Pietrini et al. (2006).

Finalmente, se realiz6 la determinacion de algunos de los elementos
aerobiologicos como las endotoxinas y el (1-3)-p-D-Glucano. Las muestras fueron
resuspendidas en 50 mM de Tris-buffer (Lonza Walkersville, MD USA) y se
sometieron a extraccion usando sonicador (Branson 5800) durante 1 h a 22°C, con
intervalos de agitacion en un vortex de 1 min durante 15 min. Se realizaron

diluciones 1:10 de cada suspension preparada.

Para el analisis de endotoxinas, se utilizd6 el método cinético cromogénico de
lisado de amebocitos (Pyrochrome; Associated of Cape Cod, Inc., East Falmouth,
MA, USA), en donde el estandar de endotoxina fue derivado de Escherichia coli
0113:H10 (Associated of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA, Lot. 139). El
analisis de 1-3)-B-D-Glucano, se realizd al igual que el de endotoxinas con el Kit
cinético cromogénico de lisado de amebocitos (Glucatell; Associated of Cape Cod,
Inc., East Falmouth, MA, USA), en donde el estandar fue (1-3)-B-D-Glucan 200
pg/mL (Associated of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA, Lot. 1189027). Se
registro la densidad éptica en ambos ensayos, a 405 nm de longitud de onda en el
equipo Pyros Kinetix Flex (Associated of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA,
USA), los datos se analizaron con ayuda del programa Pyros EQS v 1.2.

Pruebas de Funcion Pulmonar Pletismograficas

El dia 21 se evaluaron los parametros respiratorios funcionales de todos los
animales utilizando un equipo de pletismografia barométrica para animales en libre
movimiento (BUXCO XA, BUXCO Inc. EUA). Se midid el indice de
broncoobstruccion PENH (Enhanced Pause por sus siglas en inglés) para
determinar tanto la respuesta al reto antigénico (Broncoespasmo) como la
hiperreactividad de la via aérea (HVA) realizando curvas no acumulativas a
histamina nebulizada en dosis de (0.013 a 0.13 mg/ml) calculandose la Dosis

36



provocativa 200 (DP2g) (dosis que duplica el indice de broncoobstruccion basal).
El cociente DP2g post-reto/ DPygo pre-reto representa el grado de reactividad de
las vias aéreas. Valores menores a 1 indican que la DP,q post-reto fue menor a la
DP2 pre-reto, lo que representa un incremento en la reactividad de las vias
aéreas o hiperreactividad. Valores mayores a 1 indican que la DPyg post-reto fue
mayor a la DP2y pre-reto, lo que sugiere una disminucion en la reactividad de las

vias aéreas o hiporreactividad.

En esta técnica cada uno de los cobayos se introdujo en un pletismografo (Figura
7), en el cual el animal recibe un flujo continuo de aire (aproximadamente 10 ml/s)
que no interfiere con las sefiales respiratorias. La presion dentro del pletismografo
es medida por un transductor de presion diferencial (SCXLO04DN SenSym, CA,
EUA) conectado a un preamplificador, y continuamente analizado a través de un
programa especial (Buxco Biosystem XA v1.1) en una computadora. En este
sistema, el cambio en la presién de la camara representa la diferencia entre la
expansion/contraccion del térax y el volumen corriente (aire removido/afnadido a la
camara durante la inspiracion/espiracion). En situaciones normales hay una
estrecha correlacion entre el movimiento de la caja toracica y el flujo nasal. Sin
embargo, cuando existe obstruccion de las vias aéreas los movimientos toracicos
pueden volverse mas amplios, incluso aunque el volumen corriente permanezca
sin cambios o disminuya. Los cambios de presion generados durante la inspiracion
y espiraciéon son analizados por el programa, para obtener un indice de la RL
llamado Penh, el cual se obtiene mediante la siguiente formula:

PenH=Te/RT — 1*PEF/PIF

Donde:

Te= Tiempo total espiratorio

RT= Tiempo total de relajacion
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PEF= Pico de Flujo Espiratorio (presion positiva maxima, cmH0)

PIF= Pico de Flujo Inspiratorio (presion negativa maxima, cmH0)

Figura 7. Pletismografo Barométrico para evaluar la funcién pulmonar.

Debido a que este indice es calculado por el programa en cada una de las
respiraciones, los valores utilizados en este estudio fueron los promedios de cada
uno de los periodos estudiados. Se incluyeron solamente las respiraciones con
volumen corriente minimo de 1 ml, tiempo minimo inspiratorio de 0.15 s, tiempo
maximo inspiratorio de 3 s y diferencia maxima entre volumenes inspiratorio y
espiratorio de 10%. Se rechazaron aproximadamente entre el 7 y 10% de las
respiraciones por cada intervalo de tiempo, mismas que ocurrieron principalmente

durante los movimientos voluntarios del animal.

En un estudio se demostré6 que el Penh se correlaciona estrechamente con la
medicion de la presion intrapleural y de la RL en ratones (Hamelmann et al.,
1997). En este sentido, cabe recordar que la RL refleja la resistencia de la via
aérea (Raw) y/o la resistencia del tejido parenquimatoso pulmonar (Rti). Por lo

38



tanto, en este estudio el Penh es considerado como un indice de la resistencia
pulmonar total (iRL), como ha sido propuesto por otros autores (Allen et al., 1995;
Chand et al., 1993).

Eutanasia y Lavados Broncoalveolares

El dia 22 se realizé la eutanasia de todos los animales por sobredosis de
pentobarbital sddico (200 mg/Kg). Una vez que los animales presentaron paro
cardiorrespiratorio, se procedié a realizar los lavados broncoalveolares (LBA). El
LBA es un procedimiento directo para la obtencién de liquido alveolar, el cual ha
demostrado ser un util para proveer informacion sobre los mecanismos bioldgicos

de inflamacion (Lépez et al., 2013).

Para la realizacion de esta técnica, se efectué una pequefa incision en el cuello
exponiendo la traquea, en donde se colocd una canula de textura suave para
permitir una recoleccién eficiente del LBA. Se instilé dos veces un volumen de SS
estéril (5mL aproximadamente) a 37°C. La SS se mantuvo durante un minuto
dentro de los pulmones y posteriormente se aspird suavemente. El liquido
recuperado se mantuvo a 4°C y luego se centrifugd a 1500 rpm durante 10

minutos para obtener la fraccion celular.

Conteo total y diferencial de células infiltradas en LBA

El conteo celular se realiz6 a partir de los LBA obtenidos y centrifugados
previamente. Por medio de este conteo se puede observar el aumento o
disminucién de células inflamatorias, tanto en grupos control como en grupos
sensibilizados. El numero total de células en el LBA se establecié tomando 10 uL
de la suspension celular y colocando 40 uL de Azul de Tripano al 0.4% como

colorante vital.
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La muestra se colocé en una camara de Neubauer, para realizar el conteo directo
de las células. El valor obtenido se multiplicé por el factor de dilucion (5) y por el
factor de la camara (10,000), obteniendo el numero de células por mL de LBA. El
volumen celular se ajustd hasta obtener 1x10° células/mL adicionando SS y de
esta solucion se tomaron 50 uL que fueron centrifugados utilizando una
citocentrifuga (Cyto cent, Wescor Inc., Utah, USA) para obtener un botén celular el

cual se tind con la técnica Giemsa.

La técnica de Giemsa para frotis (células en medio liquido), se realizé con el
siguiente protocolo: las laminillas fueron fijadas con metanol (5-7min) y secadas al
aire. Se diluyo el colorante de Giemsa 1:20 con agua desionizada y se tifieron las
laminillas durante 15-60 min, se lavaron con agua desionizada y se dejaron secar
nuevamente al aire. Todas las laminillas fueron montadas y evaluadas. Esta
tincién se realiza con una mezcla de azul de metileno y eosina como colorantes
principales, misma que tifie los nucleos y granulos de color purpura en neutrofilos
y basofilos, mientras que los granulos de eosindfilos se tifien en naranja-rosa. Se
realizd el conteo utilizando un microscopio de campo claro (Zeiss Axio Scope A1)
observandolo a 1000X.

Ensayos de ELISA

Para ampliar el entendimiento de los efectos de los contaminantes sobre
organismos sensibilizados, se realizaron ensayos de ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay) sobre las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
relacionadas con el asma y con la exposicion de material particulado y ozono
como: IL-4 (MBS), IL-6 (MBS), IL-17 (MBS), IL-10 (MBS), TNF-a (MBS), INF-
v (MBS). Adicionalmente, se evalu6 el biomarcador de dafio pulmonar: la proteina
CC16.
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Para estos ensayos se utilizaron kits especificos para cobayo de la marca
MyBioSourse Ink., San Diego, Cal., USA (Figura 8), los cuales tienen una alta
sensibilidad y alta especificidad para cada citocina. Cada kit contiene un instructivo
segun la citocina a analizar. Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones

del proveedor.

Figura 8. Kit de ELISA de la marca MyBiosourse.

Analisis estadistico

Los valores descriptivos de las variables fueron expresados como media + error
estandar con grupos experimentales de n=5. Las comparaciones entre los grupos
experimentales contra los controles se evaluaron mediante el analisis de varianza

ANOVA de una y dos vias, seguidas por las pruebas de comparaciones multiples
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Dunnett y las comparaciones entre grupos se calcularon con pruebas t de Student.
En todos los casos las significancias se establecieron con una p<0.05.
Adicionalmente, se realizaron analisis de proporciones Th1/Th2 usando los
resultados de las citocinas de las ELISAs previamente mencionadas.

Todo el analisis estadistico fue llevado a cabo mediante el programa GraphPad
Prism 6.0c (GraphPad Software Ink., Cal., USA).

Resultados

Analisis Gravimetrico

Las concentraciones de PM2.5 se midieron a través de la diferencia de peso de los
filtros de teflén obtenidos de la salida de las camaras de exposicidon, antes y
después de la exposicidon. Esto evidencio que los animales fueron expuestos a una
concentracion aproximada de 506 ug/m® durante los 9 dias del experimento
(Figura 9).
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Figura 9. Analisis gravimétrico. La grafica muestra la concentracion total de las PMz 5
durante 3 semanas de la época seca-fria. Las barras representan el promedio + error
estandar (*) p<0.05, ANOVA.

Composicion Quimica del Material Particulado (PM<2.5.m)

Dentro del analisis elemental de los filtros de teflon, se encontré la presencia de 12
componentes de los 16 elementos inorganicos analizados, con al menos 0.5
ng/m®. Estos elementos fueron los siguientes: aluminio (Al), silicio (Si), fésforo (P),
azufre (S), cloro (Cl), potasio (K), calcio (Ca), talio (Ti), hierro (Fe), cobre (Cu) y
cinc (Zn) (Figura 10). Por otro lado, el analisis de hidrocarburos aromaticos
policiclicos, evidenci6 que 14 elementos de los 18 elementos evaluados
presentaron al menos 1 pg/m®, tales como: naftaleno, acenafteno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, trifenileno+criseno,
benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno,  benzole]pireno,  benzo[a]pireno,
indeno[123-cd]pireno y benzo[ghi]perileno (Figura 11).
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Figura 10. Analisis de elementos inorganicos de las PM.s5. La grafica muestra las
concentraciones de elementos inorganicos en el medio ambiente (azul claro) y las
alcanzadas con el SCP (azul oscuro). Las barras representan el promedio.
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Figura 11. Analisis de los HAPs de las PM2s. La grafica muestra los HAPs encontrados
en las PM2.5, en el medio ambiente (azul claro) y las alcanzadas con el SCP (azul
oscuro). Las barras representan el promedio.

Ademas, se determinaron las concentraciones de endotoxinas y (1-3)-p-D-Glucano
de las PMy5 del aire ambiente después de la exposicién de los animales. Las
endotoxinas del PMys concentrado, presentaron un incremento en comparacion
con las del aire ambiente (Figura 12). Por otro lado, el glucano también mostré un
incremento, pero no fue significativo (Figura 13).
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Figura 12. Determinacion de endotoxinas. La grafica muestra las concentraciones de
endotoxinas en el medio ambiente (azul claro) y las alcanzadas con el SCP (azul oscuro).
Las barras representan el promedio + error estandar (*)p<0.05, ANOVA.

Figura 13. Determinacion de (1-3)--D-Glucano del PM.s. La grafica muestra las
concentraciones de glucano en el medio ambiente (azul claro) y las alcanzadas con el
SCP (azul oscuro). Las barras representan el promedio + error estandar (*)p<0.05,
ANOVA.

Reactividad de las vias aéreas

La DP2oo de histamina fue similar antes y después del reto antigénico para los
animales sanos expuestos a AF, PM2s y/o Os; mientras que todos los animales

asmaticos expuestos a AF, PM,5s y/o O3 exhibieron un grado de hiperreactividad
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significativo, es decir requirieron dosis menores de histamina para alcanzar la
DP2go. Por otro lado, el grupo de animales control+PM,s+O3 (grupo verde)
presentaron una respuesta hiporreactora (Figura 12). Cabe destacar que tanto los
animales asmaticos+0O3 (grupo café) y los animales asmaticos+PM,5+03 (grupo
rojo) tuvieron una respuesta mas rapida en comparacion con los demas grupos

animales.

Figura 14. Reactividad de las vias aéreas a histamina en un modelo de asma
alérgica en cobayo. La grafica muestra el cociente de la dosis provocativa 200 (DPyy) de
cobayos sensibilizados y no sensibilizados. La linea discontinua sefiala el limite entre
hiporreactividad (valores mayores al 100%) e hiperreactividad (valores menores al 100%).

Conteo total y diferencial de células infiltradas en LBA

El numero de células inflamatorias totales en LBA fue obtenido a través de la
tincion con azul de tripano de células viables, y se expresé en millones de células

por mililitro. Por otro lado, el conteo diferencial para la caracterizacién morfolégica
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de las células inflamatorias se realiz6 mediante la técnica de Giemsa, y se expreso

en porcentaje de células por mililitro.

El numero de células inflamatorias totales fue mayor en los animales asmaticos
PMa 5+0O3 (grupo rojo), con respecto al grupo de animales control no asmaticos+AF
(grupo rosa) (Figura 13). Con respecto a los otros grupos no hubo diferencias

significativas.

Figura 15. Conteo total en LBA de cobayos. La grafica muestra las células infiltradas en
los LBA de cobayos en todos los grupos, tomando como control el grupo rosa (control +
AF). Las barras corresponden a la media + error estandar de n=5 cobayos por grupo
p<0.05y *p<0.01, ANOVA con ajustes para Dunnett.

En el conteo diferencial, el porcentaje de eosinofilos en LBA mostré un aumento
significativo en todos los animales sensibilizados (asmatico+AF, asmatico+PM,5 y
asmatico+PM;5+03), en comparacion con el grupo de animales control+AF (rosa).
En el caso de los neutréfilos unicamente los animales asmaticos+0O; (café)
presentaron un incremento (Figura 14). También se encontré6 un incremento
significativo en el numero de macréfagos principalmente en los animales
expuestos a PM,s. No se observaron diferencias representativas en los linfocitos y
en los basofilos. En las figuras 15 y 16 se muestran las fotomicrografias
representativas de las células de LBA de cada grupo.
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Figura 16. Conteo celular diferencial en LBA de cobayos. La grafica muestra el
porcentaje de cada tipo celular (linfocitos, neutréfilos, eosindfilos, basoéfilos y macréofagos)
para los 8 grupos expuestos a aire filtrado (AF), ozono (O3) y/o material particulado (PM).
Las barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*)
p<0.05 vs control+AF, ANOVA con ajustes para Dunnett.
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Figura 17. Poblaciones celulares de los LBA de cobayos con tincién Giemsa. Se
muestran células de cobayos, A) no sensibilizados expuestos a aire filtrado (grupo rosa),
B) asmaticos expuestos a aire filtrado (grupo morado), C) no sensibilizados expuesto a
PM. s (grupo negro), D) asmaticos expuestos a PM, s (grupo azul). Las flechas indican (M)
macrofagos, (N) neutréfilos, (L) linfocitos y (E) eosindfilos. Aumento 1000X.

50



Figura 18. Poblaciones celulares de los LBA de cobayos con tinciéon Giemsa. Se
muestran células de cobayos A) no sensibilizados expuestos a ozono (grupo amarillo), B)
asmaticos expuestos a ozono (grupo café), C) no sensibilizados expuestos a ozono y
PM2.5 (grupo verde), D) asmaticos expuestos a ozono y PM2.5 (grupo rojo). Las flechas
indican (M) macréfagos, (N) neutréfilos, (L) linfocitos y (E) eosindfilos. Aumento 1000X.

Ensayos de ELISA

Biomarcador de dano pulmonar CC16

La determinacidon de CC16 se realiz6 a través de ensayos de ELISA, en donde los
niveles de esta proteina presentaron un incremento significativo en todos los
animales expuestos, tanto a O3 como a PM,5s (Figura 17), lo que indica que la

exposicion a estos contaminantes produce dafio pulmonar inflamatorio.

51



Figura 19. Ensayo de ELISA para cuantificacion de proteina CC16 en LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*) p<0.05, ANOVA
con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student (1) p<0.05.

Perfil de citocinas Th1/Th2

Se determind la expresion por ensayos de ELISA de las citocinas dominantes del
perfil Th1/Th2, como: IL-4, IL-6, IL-17, IL-10, TNF-a, INF-y. Sin embargo, no se
obtuvieron respuestas diferenciales para todas las citocinas, tal fue el caso de IL-6
e IL-17 en las que los niveles no mostraron diferencias significativas (Figuras 20 y
21).
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Figura 20. Ensayos de ELISA para cuantificacion IL-6 de LBA de cobayos. Las barras
corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo, ANOVA con
ajustes para Dunnett, pruebas t de Student.
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Figura 21. Ensayos de ELISA para cuantificacion IL-17 de LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estdndar de n=5 cobayos por grupo, ANOVA
con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student.

Por otro lado, se presentaron diferencias considerables para IL-4, IL-10, TNF-a e
INF-y. En el caso de IL-4 se observdé un incremento al comparar todos los
animales, con excepcion del grupo de animales asmaticos+PMa s (grupo azul) y el

grupo de animales control+PM,5+03; (grupo verde), con respecto al grupo de
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animales control+AF (grupo rosa) (Figura 22). Adicionalmente se observo otra
diferencia significativa de todos los animales sensibilizados (asmatico+AF,
asmatico+PM, 5, asmatico+O3 y asmatico+PM;5+0O3) con respecto a su propio
grupo control (control+AF, control+PMz5, control+Os; y control+PM35+03),
destacando la comparacion de los animales expuestos a ambos contaminantes, el
grupo de animales control+PM;5+O3 (grupo verde) vs  animales

asmatico+PM; 5+0O3 (grupo rojo).

Para la citocina antiinflamatoria IL-10 se observo una disminucién en todos los
grupos de animales, particularmente en los animales asmaticos+PM,5+0O3 (grupo

rojo) (Figura 23).

Figura 22. Ensayos de ELISA para cuantificacion de IL-4 de LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*) p<0.05,
ANOVA con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student (1) p<0.05.
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Figura 23. Ensayos de ELISA para cuantificacion de IL-10 de LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*) p<0.05,
ANOVA con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student (1) p<0.05.

Los niveles de INF-yaumentaron en los animales expuestos a ozono, tanto
asmaticos como controles (grupos amarillo y café). Sin embargo, disminuy6 su
expresion en animales control+PM2 5 (grupo negro) (Figura 24). Finalmente, los
niveles de TNF-a aumentaron en la mayoria de los grupos animales,
especificamente en el grupo de animales control+PM25s (grupo negro), en
contraste con la disminucion de esta citosina en los animales asmaticos+PM, s

(grupo azul) (Figura 25).
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Figura 24. Ensayos de ELISA para cuantificacion de INF-y de LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*) p<0.05,
ANOVA con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student (1) p<0.05.

Figura 25. Ensayos de ELISA para cuantificacion de TNF-a de LBA de cobayos. Las
barras corresponden a las medias + error estandar de n=5 cobayos por grupo (*) p<0.05,
ANOVA con ajustes para Dunnett, pruebas t de Student (1) p<0.05.

Consecutivamente se evalud la respuesta Th1/Th2 por medio de graficas de
proporcion de la expresion de las citocinas de los ensayos de ELISA. En la

proporcion INF-y/IL-4 todos los animales sensibilizados presentaron una respuesta
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Th2, mas que sus controles no sensibilizados (Figura 26). Por otra parte, no hubo

diferencias significativas en la proporcion TNF-a/IL-10 (Figura 27).

Figura 26. Proporciones de deteccion de respuesta Th1/Th2. En la grafica se muestra
la proporcion de INF-y/IL-4 de LBA. Las barras corresponden al promedio + error
estandar, (*) p<0.05.

Figura 27. Proporciones de deteccion de respuesta Th1/Th2. En la grafica se muestra
la proporcién de TNF-a/IL-10 de LBA. Las barras corresponden al promedio + error
estandar, (*) p<0.05.
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Discusion

Los efectos de la contaminacion atmosférica se han convertido en un problema de
salud publica, ya que afectan a millones de personas alrededor del mundo,
particularmente en mega-ciudades, como en la Ciudad de México, ya que cuenta
con un alto crecimiento demografico, poblacional, industrial y de trafico vehicular.
Dichas caracteristicas influyen considerablemente en la generacion de
contaminantes como el PM y el O3, ya que impactan de manera directa o indirecta
la calidad del aire. Algunos estudios epidemiologicos han relacionado estos dos
contaminantes con un aumento en las admisiones hospitalarias y en la mortalidad,
principalmente por enfermedades respiratorias, exacerbaciones de asma vy
enfermedades cardiovasculares (Borja-Aburto et al., 1997; Kafoury & Kelley, 2005;
Madden et al., 2000; Medina-Ramon et al., 2006; Valavanidis et al., 2009). Esto
sugiere que el O3y el PM, estan asociados con un incremento en la respuesta
inflamatoria, especialmente en individuos susceptibles, tales como las personas
asmaticas (Escamilla-Nufez et al., 2008). Por otra parte, se ha identificado que la
temporada climatica es un factor importante debido a la composicion del PM, el
cual contiene metales, endotoxinas e hidrocarburos aromaticos, ademas, este
contaminante puede interactuar con el ozono (Nel, 2005); esta interaccion puede
determinar el desarrollo de procesos inflamatorios y la generacion de patologias

pulmonares como el asma (Kafoury & Kelley, 2005).

Una de las principales caracteristicas del asma es la inflamacion crénica, la cual
se ha asociado a la hiperreactividad de las vias aéreas. (Murdoch & Lloyd, 2010;
Ramos-Ramirez et al., 2013), misma que se manifiesta a través de sintomas
respiratorios asociados a la obstruccién del flujo de aire (bronco-obstruccion). En
nuestro modelo de asma alérgica en cobayo, la sensibilidad de las vias aéreas se
incrementa por la exposicion del ozono y el PM, es decir genera hiperreactividad.
Esta respuesta hiperreactora se observd en los animales sensibilizados
(asmaticos) expuestos a ambos contaminantes (Figura 14). Cabe destacar que el

grupo de animales asmaticos expuestos a ambos contaminantes, asi como el de
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animales asmaticos expuestos a ozono presentaron una respuesta mas severa en
comparacion con sus propios controles. Este resultado coincide con otros
estudios, los cuales sugieren que el PM25 y/o ozono agravan las exacerbaciones
en pacientes asmaticos (Kafoury & Kelley, 2005; Li N. et al., 2010; Riedl, 2008).

Los mecanismos precisos que activan el desarrollo de la hiperreactividad en las
vias aéreas por exposicion de contaminantes no han sido evidenciados hasta el
momento. En nuestro estudio observamos el incremento en el numero de
eosinofilos en los animales asmaticos, con excepcion del grupo de animales
asmatico+0s3, ya que este ultimo grupo presentd un fenotipo neutrofilico (Figura
16). Se ha descrito que la respuesta inflamatoria durante exacerbaciones
asmaticas se caracteriza por el reclutamiento de dos subtipos celulares muy
importantes: el eosinofilico, el cual juega un papel importante en la respuesta
tardia, asociado a un engrosamiento de la membrana basal y el incremento de
linfocitos CD3, CD4, CD8, macrofagos, mastocitos y TGF-f. Por otro lado, la
respuesta neutrofilica esta asociada principalmente a casos de asma severa.
Entre los principales mediadores inflamatorios en esta respuesta encontramos a
las metaloproteinasas y citocinas (TNF-a, IL-1b, IL-6. e IL-8, entre otros) (Barnes
et al., 2009; Wenzel et al., 1999), por lo que el infiltrado de eosindfilos en la
respuesta asmatica es tipica, y se ha relacionado con la persistencia inflamatoria
de las vias aéreas (Barthel et al., 2008). Adicionalmente, la exposicion a O3
produjo asma de tipo severa, incluso mas que la mezcla de ambos contaminantes.
Ademas, observamos un alto nivel de macréfagos en todos los grupos expuestos
a PMys, lo que evidencia la funcion de este subtipo celular para fagocitar
pequefas particulas como se ha descrito en otros trabajos (Ishii et. al., 2005).

Para evaluar la severidad de dafio pulmonar en nuestro experimento se determino
la proteina CC16 en LBA a través de la técnica de ELISA. En nuestro estudio se
observd un incremento de esta proteina en todos los grupos de animales, con
respecto al grupo de animales control+AF (grupo rosa) (Figura 19). Este resultado

evidencia el dafio pulmonar en los animales sensibilizados (asmaticos), asi como
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los animales controles (no asmaticos) expuestos a PM, s y/ Os. Esta proteina esta
asociada con el estrés oxidante (Bolton, 2008; Garcia et al., 2013) por lo tanto la
exposicidn ozono y PM2.5 y el propio modelo de sensibilizacion incrementan el
dafio pulmonar. La generacion de ROS puede activar una gran cantidad de
respuestas como la produccion de citocinas, ya sean pro-inflamatoria o anti-
inflamatorias, asi como el inicio de la division celular como hiperplasia de musculo

liso bronquial, entre otras vias de respuesta celular (Trasande & Thurston, 2005).

Como se ha mencionado anteriormente, las células del sistema inmune de las vias
aeéreas son una fuente importante de mediadores inflamatorios. Diversos estudios
en modelos animales han descrito que las citocinas juegan un papel importante en
la respuesta alérgica, particularmente sobre la fisiopatologia del asma (Chung,
2001). Los altos niveles de algunas citocinas estan relacionados con la exposicion
a contaminantes como: PMz5 y ozono (Kafoury & Kelley, 2005; Manzano-Leén et
al., 2016). Nuestro estudio demostro niveles significativos para la citocina IL-4 en
nuestro grupo de interés animales asmaticos expuestos a ambos contaminantes
(asmatico+PM, 5+03) (Figura 22). IL-4 juega un papel importante en la activaciéon

de la respuesta inflamatoria (Chung, 2001).

Por otro lado, se observé una baja produccion de la citocina IL-10 en todos
nuestros grupos con respecto al grupo control+AF (grupo rosa) (Figura 23).
Probablemente, el decremento de IL-10 esta asociado a la inflamacion causada
por la propia sensibilizacion y/o inhalacion de ambos contaminantes, ya que una
de sus funciones principales es la anti-inflamacion e inmunosupresion, es decir
regular la respuesta inflamatoria dentro del pulmén (Stampfli et al., 1999). Otra
proteina asociada a la respuesta inmune dentro del pulmén es la proteina CC16 la
cual juega un papel importante en inmuno-modulacion directa en la activacion de

la respuesta tipo Th2 en murinos (Johansson, 2008).

En cuanto a los niveles de INF-y se observaron diferencias significativas de cada

grupo con respecto a su control. Sin embargo, no se observaron diferencias de
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todos los grupos con respecto al grupo control+AF (grupo rosa). Se ha descrito
que la secrecidn de INF-y esta asociada a una respuesta Th1 (Hansen et al., 1999)

sugiriendo que esta respuesta se manifiesta en nuestro experimento.

Otra citocina importante en el asma es TNF-a, cuya funcion principal es la
respuesta pro-inflamatoria, ademas, promueve la liberacion de varios subtipos
celulares entre ellos neutrofilos, durante la reaccion inflamatoria por alérgenos
(Stampfli et al., 1999). Nuestros resultados mostraron el aumento de TNF-a. en
todos los grupos con respecto al grupo control+AF (grupo rosa), con excepcion del
grupo asmatico+PM, 5 (grupo azul) (Figura 25). Se ha observado en otros estudios
que la exposiciéon a PM durante la temporada seca-caliente aumenté los niveles de
TNF-oa en cultivos de monocitos (Osornio-Vargas et al., 2003), sin embargo, en
temporada seca-fria disminuyd sus niveles, tanto en cultivos de monocitos, como
en modelos animales (Farina et al., 2011; Manzano-Leon et al.,, 2016). Cabe
mencionar que durante la temporada seca-caliente la composicién de las PM
presenta una mayor cantidad de endotoxinas, mientras que en la temporada seca-
fria predominaron los HAPs (Manzano-Le6n et al., 2016). Esto podria sugerir que
la interaccion de las PM con el ozono promueva la oxidacion de los HAPSs,

mostrando un comportamiento similar al observado en la temporada seca-caliente.

También se evaluaron las citocinas IL-6 e IL-17 (Figura 20 y 21); sin embargo, no
se encontré una respuesta significativa para ninguna de estas dos citocinas.
Algunos estudios han demostrado que tanto IL-6 como IL-17 son esenciales en la
diferenciacion de la respuesta Th17 en el asma, como otro mecanismo diferente a
Th2 (Newcomb & Peebles, 2013; Zhao et al.,2009). Esto sugiere en nuestros
experimentos que no se activo la respuesta tipo Th17 durante las tres semanas de
exposicion. Ademas, algunos estudios moleculares han sugerido que la exposicion
a contaminantes ambientales influye en el desarrollo de la respuesta inmune, ya
sea tipo Th17, asi como Th1 (inmunidad celular dominante) o Th2 (inmunidad
humoral dominante) (Trasande & Thurston, 2005).
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Por otro lado, se realizé la proporcion Th1/Th2 a partir de los resultados de los
ensayos de las citocinas IL-4, IL-10, TNF-o. e INF-y, ya que este grupo de
citocinas funcionan en conjunto y no de forma individual en la respuesta
inflamatoria. En el caso de la proporcion TNF-a/IL-10 no hubo diferencias
significativas, sin embargo, en la proporcion INF-y/IL-4 se observo una tendencia
marcada para la respuesta Th2 en los grupos asmaticos, en comparacion con sus
propios grupos controles (Figura 26). Cabe destacar que nuestro grupo de interés
asmatico+PM,5+03 (grupo rojo) presentd una de las respuestas mas
hiperreactoras, con un perfil eosinofilico y una respuesta Th2 marcada en
comparacion con su grupo contraparte control+PM,.5+O3 (grupo verde). Asimismo,
el grupo asmatico+Os3 (grupo café) presentd una respuesta hiperreactora, y al igual
que el anterior, un marcado perfil de tipo Th2 en contraste con su grupo
contraparte control+O3; (grupo amarillo), el cual presentd una respuesta mas
hiporreactora. Sin embargo, este grupo presentd un perfil celular neutrofilico, lo
que sugiere que, a pesar de presentar una respuesta inflamatoria similar, los
mecanismos de accion de los contaminantes sobre el pulmon actuan de diferente

manera segun su combinacion.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que los cobayos desarrollaron una
respuesta inflamatoria por la exposicidn a ambos contaminantes a través de la
secrecion de citocinas del perfil Th2 principalmente, pero también se encontro la
presencia de otras citocinas, como TNF-q, lo que corresponde con otros estudios
de modelos de asma en murinos, en donde se han encontrado presentes los dos

tipos de respuesta inflamatoria (Th1 y Th2) (Hansen et al., 1999).

Por lo que nuestro estudio aporta evidencia de la interaccion del PM, s y el ozono
en las vias respiratorias. Ambos contaminantes son capaces de agravar la
sintomatologia del asma, sin embargo, pocas investigaciones han evaluado su
exposicidn simultanea y la posible variacion estacional de sus efectos tdxicos.
Esta nueva percepcion ha contribuido a que el monitoreo atmosférico en varias

ciudades de nuestro pais y del resto del mundo incluya nuevos compuestos antes
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no considerados. Actualmente existen muy pocos estudios en lo que se evaluen el
efecto concomitante de la exposicion simultanea a O; y PM2.5, en el desarrollo
temporal de la patogénesis del asma alérgica en tiempo real. Por lo que en este
estudio se evaluaron las modificaciones fisioldgicas, inmunolégicas y toxicologicas
inducidas por la exposicidon concomitante a O3 y PM2.5 de la Ciudad de México
con la finalidad de aportar evidencias cientificas que permitan emitir
recomendaciones que pudiesen modificar los criterios de la Norma oficial
Mexicana de Calidad del Aire, tanto para O3 como PM2.5, que hasta hoy se basa
en sus efectos individuales y no aditivos como suelen presentarse en la mezcla de

contaminantes atmosféricos de nuestra Megalopolis
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Conclusiones

La exposicion a la contaminacion del aire es un factor de riesgo para el desarrollo
de cambios en el aparato respiratorio, especialmente la exposicion a PMys y Os,
que en conjunto exacerban la respuesta inflamatoria, favoreciendo la

sensibilizacion alérgica en nuestro modelo de asma en cobayos.

El PM25 y O3 producen diferente tipo de respuesta, sin embargo, cuando ambos
contaminantes son inhalados concomitantemente, pueden alterar la respuesta
alérgica de los animales sensibilizados, es decir, asmaticos, o que en este caso
eleva el grado de reactividad de las vias aéreas, por el tipo de inflamacién
relacionada a la respuesta tipo Th2.

Es importante reconocer el papel central del proceso inmunoldgico del asma y sus
cambios por la exposicion a estos contaminantes. Asimismo, se deben reconocer
los mecanismos inflamatorios en diferentes temporadas climaticas de la Ciudad de
México, ya que la composicion de las PM, s es diferente, asi como la interaccion

con el ozono.
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Anexos

1.- Carta del Comité Etico y Cientifico del INER para la aprobacién de este

proyecto.
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