UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

El efecto de las particulas contaminantes PM, s de la
Ciudad de México en la diferenciaciéon de monocitos
humanos en un modelo in vitro.

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
BIOLOGO
PRESENTA:

JOSE FRANCISCO CRUZ FLORES

DIRECTORA DE TESIS:
Dra. MARTHA TORRES ROJAS
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Datos del alumno 1. Datos del alumno

Apellido paterno Cruz

Apellido materno Flores

Nombre(s) José Francisco

Teléfono 5510157688

Universidad Nacional Auténoma de Universidad Nacional Auténoma de
México Meéxico

Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias

Carrera Biologia

NUmero de cuenta 311002632

Datos del tutor 2. Datos del tutor

Grado Dra.

Nombre(s) Martha

Apellido paterno Torres

Apellido materno Rojas

Datos del sinodal 1 3. Datos del sinodal 1

Grado Dra.

Nombre(s) Maria Eugenia

Apellido paterno Gonsebatt

Apellido materno Bonaparte

Datos del sinodal 2 4. Datos del sinodal 2

Grado Dr.

Nombre(s) René de JesUs

Apellido paterno Cérdenas

Apellido Materno Vazquez

Datos del sinodal 3 5. Datos del sinodal 3

Grado Dra.

Nombre(s) Yolanda

Apellino paterno Gonzélez

Apellido materno Hernéandez

Datos del sinodal 4 6. Datos del sinodal 4

Grado Dra.

Nombre(s) Esmeralda

Apellido paterno Juérez

Apellido materno Carvajal

Datos del trabajo escrito 7. Datos del trabajo escrito

Titulo El efecto de las particulas
Subtitulo contaminantes PM, s de la Ciudad de
NUmero de paginas México en la diferenciacion de
Afo 2018. monocitos humanos en un modelo in

vitro. 59 p



Dedicatoria y agradecimientos.

A mis padres, Adriana y Francisco quienes han estado conmigo apoyandome siempre,
gracias por ensefiarme las cosas basicas de la vida, porque debido a ustedes he llegado a ser
lo que soy. Gracias por la comprension y por la preocupacion que en cada momento he
recibido de su parte. Gracias por su consejo, siempre invaluable. Este logro también es de
ustedes.

A mis hermanos, Jorge e Ismael, quienes siempre me han ayudado y sobre todo han tratado
de entenderme. Quienes ademas de hermanos, también los veo como muy buenos amigos.
Sé que hay veces que las cosas se tornan dificiles, pero también sé que siempre contaré con
su apoyo.

A mi abuela, que aunque ya no se encuentre con nosotros, espero que se sienta orgullosa en
cualquier lugar en donde se encuentre.

A la Dra. Martha Torres Rojas, mi tutora, por aceptarme como su alumno y por su guia
durante este trabajo. Gracias por su apoyo, Su consejo Yy su paciencia.

Al QFB. Manuel Salgado por toda la ayuda brindada durante el desarrollo de este trabajo.

Al personal del Depto. de Investigacion en Microbiologia del INER, por brindarme su
ayuda cada vez que la requeri.

A la Universidad Nacional Autonoma de México, mi segundo hogar.

A mis amigos Jair, Edgar, Ere, Mario, Melissa, Ale, Mau por todos los momentos, la ayuda
y el apoyo.
A Sofia quien siempre me ha brindado un oido, un hombro y una sonrisa. Gracias por estar

siempre, en las buenas y malas, por tu comprension y consejo. Gracias por las palabras de
aliento, las risas y aventuras.



INDICE

Abreviaturas
Resumen

1.
2.

ok ow

8.

Marco Tedrico

Introduccién

2.1 El material particulado.

2.2 La respuesta inmune en el sistema respiratorio.

2.3 Monocitos.

2.4 Macréfagos.

2.5 El efecto de las particulas PM; 5 en células humanas.

Justificacién

Hipotesis

Objetivos

5.1 Objetivo general

5.2 Objetivos particulares

Métodos

6.1 Obtencion de la muestra bioldgica.

6.2 Muestreo de particulas.

6.3 Células y condiciones de cultivo.

6.4 Obtencion de monocitos.

6.5 Prueba de pureza y viabilidad.

6.6 Diferenciacion de monocitos en presencia de PMy s,

6.7 Evaluacion de las moléculas de superficie en MDMs expuestos
a PM2.5.

6.8 Estrategia de analisis de la expresidon de receptores de
membrana analizados en BD FACSDiva Software.

6.9 Evaluacion de internalizacién por los MDMs.

6.10 Cuantificaciéon de TNFa.

6.11 Analisis estadistico.

Resultados

7.1 La exposicion a PM, 5 durante la diferenciacion de los MDMs

disminuye la muerte celular en MDMs.

7.2 La exposicion a particulas PM; 5 afecta la morfologia celular de

los MDMs.

7.3 La exposicion a particulas PMy 5 disminuye la expresion de

CD14, CD33 y CD36, y aumenta la expresion de CD206 en

MDMs.

7.4 La exposicion a particulas PM,s durante la diferenciacion

aumenta el numero de moléculas CD206, mientras que disminuye

CD14 y CD33.

7.5 La exposicion a las particulas PM, 5 induce la produccién de

una mayor cantidad de TNFa.

Discusién

21
24
24
24
24
24

25

27

30

33
34



9. Conclusiones
10.Referencias
11.Anexos

39
39
46



Abreviaturas.

ABC ATP binding cassette

AhR Receptor de hidrocarburos de arilo (Aryl
hydrocarbon receptor)
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CO Biéxido de carbono

CPD Citrato-Fosfato-Dextrosa
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(Cytochrome P450 1 A1)
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(Cytochrome P450 2e1
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(Damage associated molecular
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no unido a integrinas (Dendritic cell-
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DEP Particulas de escape de diesel (Diesel
Exhaust Particles)
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(deoxyribonucleic acid)
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granilocitos  (granulocytes  Colony
Stimulating Factor)
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and Monocytes Colony Stimulating
Factor)

ICAM Molécula de adhesion intracelular
(Intracellular adhesion molecule)

IFNy Interferon gamma

Ig Inmunoglobulina
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INER Instituto Nacional de Enfermedades
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ITIM Motivos de inmunoreceptor inhibitorios
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(immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motifs)

LBP Proteina de union a LPS (LPS binding
protein)
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Density Lipoprotein)

LPS Lipopolisacarido

MAMPs Patrones moleculares asociados a
microorganismos (Microorganism
associated molecular pattern)
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Monocitos (Monocytes Colony
Stimulating Factor

MDMs Macrofagos derivados de monocitos
(Monocyte-Derived Macrophages)
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(Myeloid differentiation factor 2)
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Histocompatibility Complex Class 2)
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miR-24 Micro RNA-24

MR Receptor de manosa (Mannose
Receptor)

mMRNA Acido Ribonucléico mensajero
(Messenger Ribonucleic Acid)

MyD-88 Proteina de diferenciacion mieloide de
respuesta  primaria 88 (Myeloid
differentiation primary response 88)

NF-xBc Factor nuclear potenciador de la

cadena ligera kappa de células B
activadas.
(Nuclear Factor kappa-light-chain-
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enhancer of activated B cells)

Ni Niquel

NO; - Nitrato

PAH Hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Polyciclic aromatic hidrocarbon)

PAMPs Patrones moleculares asociados a
patégenos (Pathogen associated
molecular patterns)

PBMCs Células mononucleares de sangre
preiférica (Periferic blood mononuclear
cells)

PBS Amortiguador de Fosfatos Salino
(Phosphate Buffered Saline)
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PI-3 cinasa Fosfoinositol-3 cinasa (Phosphoinositol-
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PM Material particulado (Particulate matter)
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patrones (Patterns recognition
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(Reactive Oxygen Species)

SCF Factor de Células Troncales (Stem
Cells Factor)

SO,*- lon sulfato

SP Proteina Surfactante (Surfactant
protein)

SRA Receptor Scavenger A (Scavenger
Receptor A)

TGFpB Factor de Crecimiento Transformante 3
(Transforming Growth Factor 3)

TLR Receptor tipo Toll (Toll-like receptor)

TNFa Factor de Necrosis Tumoral alfa
(Tumoral Necrosis Factor alpha)

UAM Universidad Autonoma Metropolitana

V Vanadio
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RESUMEN

Introduccién. La exposicion al material particulado de la atmdsfera representa un
riesgo para la salud, ya que debido a su composicién puede ser de alto grado de
toxicidad para el organismo. Se han comprobado sus efectos toxicos en diferentes
tipos celulares, aumentando la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-1p,
TNFa, IL-8, IL-12, etc.), responsables de la inflamacién local y sistémica,
disminuyendo la viabilidad celular y aumentando el tamafno celular. Las vias
aéreas son la principal via de entrada del material particulado, por lo que las
células epiteliales, los macréfagos alveolares y los monocitos son las primeras
células en entrar en contacto con éste.

Los macrofagos presentan una amplia gama de receptores en su superficie que
son utilizados para el reconocimiento de agentes externos y estructuras propias
del organismo. Algunas de las moléculas que los macrofagos expresan son CD14,
CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209, quienes ademas de desempenfiar su
funcidén de receptores también nos ayudan a identificar el fenotipo de la célula y
determinar la subpoblacion a la que pertenece.

La poblacion de macrofagos alveolares es mantenida tanto por progenitores
residentes de tejido, como por monocitos reclutados de la circulacién. Aunque la
diferenciacion de monocitos hacia macréfagos alveolares se da en muy baja
proporcion en homeostasis, al haber una deplecién de los macrofagos alveolares
son los monocitos quienes se diferencian para mantener la poblacion de
macrofagos alveolares en el pulmén. Por lo tanto, es importante conocer el efecto
que causa el material particulado en los monocitos, pues su accidn permanece sin
ser bien entendida aun.

Objetivo. Analizar el efecto de la exposicion a las particulas PMy5s (1ug, Sug y
10 ng) en la expresion de moléculas de CD14, CD16, CD33, CD36, CD163,
CD206 y CD209 en superficie celular y la produccion de TNFa durante la
diferenciacion de monocitos de sangre periférica a macréfagos de donadores
sanos.

Método. Se obtuvieron monocitos a partir de paquetes leucocitarios del Banco de
sangre del INER, los cuales fueron diferenciados a macrofagos derivados de
monocitos (MDMs) en ausencia o con 1ug/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de material
particulado PM25 durante siete dias. Posteriormente, se evalud la expresion de
CD14, CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209 en la superficie celular por
medio de citometria de flujo. La presencia de particulas dentro de las células fue
analizada por medio de microscopia y la produccion de TNFa se cuantificd en los
sobrenadantes del cultivo mediante la técnica de ELISA.

Resultados. La exposicion de los monocitos a 10ug/mL de particulas PMys
incrementa el numero de vesiculas intracelulares. Asimismo se observo que la
exposicion a 10ug/mL de PMy 5 disminuye significativamente la muerte celular en
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los MDMs (P<0.005). En adicion, la exposicion a PM2 s causo una disminucion en
la expresion de CD14 (5ug/mL y 10ug/mL, P<0.05), CD33 (10ug/mL, P<0.05) y
CD36 (10ug/mL, P<0.05) y un aumento en la expresion de CD206 (5ug/mL y
10ug/mL, P<0.005). La exposicion a 10pug/mL ademas induce la produccion de
TNFa en el medio (P<0.005).

Cabe mencionar que los resultados presentaron una tendencia de dosis-
dependencia. Sin embargo, sélo se observé diferencia significativa al exponerse a
10ug/mL y en algunos casos a 5Sug/mL, aumentando el efecto mencionado
conforme al aumento de la concentracién de particulas a las que se expusieron las
células.

Conclusion. La exposicion de los monocitos a las particulas PM,s durante su
diferenciacién causa una disminucion en la expresion de CD14, CD33 y CD36,
quienes funcionan como receptores, lo cual podria proyectarse en una afeccion
negativa en sus propiedades de reconocimiento, causando susceptibilidad del
individuo a infecciones. Dicha exposicion también causa un aumento en el tamafo
de las células, en la presencia de vesiculas y la induccion de TNFa.



1. Marco teérico.

Diversos estudios han descrito que la exposicidn a material particulado PMy5
induce la produccion de citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-6, IL-8, IL-
1B, etc. en macrofagos (Goto, et. al., 2004; Ohyama, et. al., 2012; Chaudhuri, et.
al., 2012; Williams, et. al., 2011). Sin embargo, los estudios se han realizado en
ciudades alrededor del mundo, principalmente de China e India, quienes tienen un
alto indice de contaminacion ambiental en sus grandes ciudades. Mas aun, en
general se trabaja con células provenientes de animales, lineas celulares o células
ya diferenciadas, y expuestas a tiempos cortos (horas) o con concentraciones muy
altas de material particulado (hasta 650ug/mL), por lo que no existen trabajos que
reflejen el efecto de las particulas PM2 5 en la diferenciacion de células humanas.
Siendo los monocitos quienes se convertiran en macrofagos alveolares al llegar al
pulmén, es importante el estudio del efecto de las particulas, con la composiciéon
presente en la Ciudad de México, sobre dichas células y su diferenciacion.

La exposicién a la contaminacion ambiental caus6 en el 2010, 3.1 millones de
muertes alrededor del mundo. También es causa de la reduccion de la esperanza
de vida (WHO, 2013). El problema va en aumento debido al crecimiento industrial
y urbano de las grandes ciudades, en donde aumenta la demanda de energia,
productos, vialidades, viviendas y motores que funcionan por medio de la
combustién de combustibles fosiles aumentando asi los contaminantes presentes
en el aire. Dentro de dichos contaminantes se encuentra el material particulado de
diametros aéreos que van desde 0.1 a 10um (compuesto de un componente
inorganico y uno organico) y el ozono, los cuales son los dos principales
contaminantes al nivel de suelo (Yan, et. al., 2016).

La exposicion al material particulado esta asociado al aumento en la morbilidad y
mortalidad de patologias pulmonares (Goto, et. al., 2004; Zhao, et. al., 2016; Su,
et. al., 2017; Williams, et. al., 2011). Asi mismo la exposicion a material particulado
se asocia con el incremento en la admisién hospitalaria (Chaudhuri, et. al., 2012;
Rodrigues, et. al., 2017). Dentro de las categorias de material particulado, las
particulas PM,s muestran mayor toxicidad debido a su multielementariedad,
causando por ejemplo, la liberacion prematura de células mieloides como
monocitos y granulocitos de la médula 6sea (Goto, et. al., 2004), ademas de que
pueden alcanzar la parte baja de los pulmones (Rodrigues, et. al., 2017).

Al ser las vias aéreas la principal via de entrada para el material particulado, éste
debe pasar por la mucosa nasal, las vellosidades nasales, etc. antes de llegar al
pulmén. Sin embargo, dichas barreras no son completamente impenetrables y es
posible que las particulas alcancen los alveolos (Yan, et. al., 2016). Es aqui en
donde se encuentran con las primeras células del sistema inmune, los macréfagos



alveolares, que son residentes del pulmén y que seran reemplazados por
monocitos provenientes de la circulacion, cuando esta poblacion no pueda ser
renovada por sus progenitores residentes de tejido (Chaudhuri, et. al., 2012;
Misharin, et. al., 2017), y por las células polimorfonucleares, como los neutrdfilos,
quienes hasta hace un tiempo se creia que eran la principal linea de defensa en
contra de los contaminantes (Albright & Glodstein, 1996). En la actualidad se sabe
que las células epiteliales también juegan un papel importante en la defensa
contra agentes extrafios como las particulas.

2. Introduccién.

2.1 El material particulado.

El material particulado (PM, por sus siglas en inglés) es el término usado para
referirse a la mezcla de particulas soélidas y liquidas (gotas) encontradas en el aire
(EPA, 2016), las cuales junto con el ozono representan dos principales
contaminantes a nivel de suelo (Yan, et. al.,, 2016). El PM esta constituido
principalmente de una parte inorganica, en donde se pueden encontrar metales de
transicion (V, Fe, Co, Ni, etc.), iones inorganicos (CI', F, S0,4%, NO3, etc.) y una
parte organica, en donde se puede encontrar principalmente la endotoxina
(lipopolisacarido), esporas, granos de polen e hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAHSs, por sus siglas en inglés). Su composicion depende de la
geografia y la temporada, por lo que son de diferentes tamafios, composicion y
concentracion (Jia, et. al., 2017; Shukla et. al., 2000; Who, 2013; Brook et. al.,
2004). ElI PM se categoriza con base en su diametro aerodinamico: el PM grueso o
PM. 5.10 que se deposita principalmente en grandes vias aéreas, el PM fino o PMy 5
(>2.5um) que se deposita a través del tracto respiratorio, particularmente en
pequefias vias aéreas y alveolos, y el PM ultrafino o PMy 1 que se deposita en
alveolos (Yan, et. al., 2016; Lawal, 2017). La inmunotoxicidad del material
particulado se relaciona con su sitio de depdsito, ya que de eso depende el tipo de
células con las que tendra contacto, y por ende su efecto.

Las particulas pueden ser primarias, emitidas directamente al aire, o secundarias,
formadas en la atmosfera a partir de precursores gaseosos. Las particulas
primarias pueden provenir de fuentes antropogénicas como la combustion de
combustibles (solidos como biomasa o carbon, o combustibles fosiles como
petrdleo), procesos industriales (como la construccion, mineria y fundicion de
metales), procesos ligados al trafico de automotores (como abrasioén de frenos y
llantas) o actividades humanas (como fumar, agricultura) o de fuentes no
antropogénicas, como la erosion del suelo (WHO, 2013; Blaszczyk et. al., 2016).

Debido al cambio en el estilo de vida, la demanda de energia y vehiculos
motorizados, la exposicion a contaminantes va en aumento (Michael, et. al., 2013).
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Existe un gran numero de estudios epidemiolégicos que se enfocan en el estudio
de la asociacion de la exposicion a particulas contaminantes con el incremento de
la mortalidad, disfuncién pulmonar y sintomas respiratorios (Zhao, et. al, 2016;
Yan, et. al. 2016; Michael, et. al., 2013; WHO, 2013). Especificamente se ha
demostrado que la exposicion a las particulas PM,5s esta relacionada a la
inmunotoxicidad en el sistema respiratorio (Su, et. al., 2017).

Las particulas menores a 10uym de diametro representan mayor riesgo a la salud,
debido a que pueden llegar profundo en los pulmones, y en algunos casos incluso
llegar al torrente sanguineo (EPA, 2016). El sistema respiratorio constituye el
blanco primario del material particulado inhalado (Michael, et. al., 2013), el cual,
dependiendo de su tamafio y composicion puede llegar a representar un riesgo
para la salud pulmonar de las personas. La exposicion a las particulas PM s
puede modificar la respuesta inmune, haciendo susceptibles a los individuos a
infecciones, generando inflamacién y dafio al tejido.

2.2 Larespuestainmune en el sistema respiratorio.

El sistema inmune desempefna una importante funcion en el pulmén y en todo el
sistema respiratorio, pues es este uno de los sistemas con mayor contacto con el
exterior debido a que se encarga de filtrar aproximadamente 8000 a 9000 litros de
aire diariamente (Kopf, et. al., 2015). El contacto entre el sistema respiratorio y el
aire implica el reconocimiento tanto de agentes inocuos como de agentes que
pueden causar dafo al sistema. El sistema inmune es el encargado de reconocer
agentes internos y externos al cuerpo (discriminar lo propio de lo ajeno), y actuar
para mantener la homeostasis en el cuerpo por medio de la respuesta inmune.

Existen dos ramas efectoras principales de la respuesta inmune: la respuesta
inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune innata tiene
un tiempo de respuesta corto, pues los mecanismos efectores que la conforman
se encuentran presentes sin importar si existe el reconocimiento de algun
patdgeno o no. Los mecanismos efectores de la respuesta inmune innata se
pueden dividir en una parte fisica (compuesta por el epitelio, el vello nasal y la
mucosa) que funciona como barrera, una parte humoral (compuesta por moléculas
como la lisozima, lactoferrina, etc.) con una funciéon antimicrobiana y una parte
celular (compuesta por células polimorfonucleares de linaje mieloide y por células
mononucleares de linaje mieloide como los monocitos, macrofagos y células
dendriticas) el cual se encarga de llevar a cabo el reconocimiento de patrones
asociados a microorganismos y patégenos (MAMPS y/o PAMPS) mediante sus
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). A pesar de tratarse de una
respuesta rapida, la diversidad de reconocimiento se encuentra limitada a lo
codificado en la linea germinal, ademas de ser considerada una respuesta mas
antigua que la respuesta adaptativa (Martin & Frever, 2005; Abbas, et. al., 2015;
Owen, et. al., 2013).
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La inmunidad innata en el pulmon se compone de su estructura ramificada, las
barreras de moco, uniones estrechas del epitelio y una abundancia de moléculas
antimicrobianas como lisozima, lactoferrina, LL37, proteina surfactante, colectinas
y LBP (proteina de union a LPS). Asimismo, tiene un componente leucocitario, en
donde destacan los macréfagos residentes de tejido (~95% macrofagos
alveolares), células dendriticas y neutrdfilos (~1%), esto en condiciones normales
(Martin & Frever, 2005; Whitsett & Alenghat, 2015; Kopf, et. al., 2015).

La respuesta inmune adaptativa o inmunidad adaptativa tarda mas en responder a
nuevos retos en comparacion a la inmunidad innata. Al igual que la respuesta
inmune innata, tiene una parte efectora celular (linfocitos T y linfocitos B) y una
humoral (constituida por inmunoglobulinas). Los linfocitos T y B tienen una alta
especificidad a los antigenos microbianos y no microbianos, ya que exhibe una
gran diversidad de reconocimiento. La generacion de la diversidad de receptores
de esta rama se debe principalmente a la recombinacion somatica de fragmentos
geénicos. Las principales células efectoras son los linfocitos, tanto linfocitos T como
linfocitos B. A diferencia de la respuesta inmune innata, la adaptativa genera
memoria y es capaz de responder de forma especifica a un antigeno antes
reconocido, concediendo al hospedero inmunidad protectora (Abbas, et. al., 2015;
McComb, et. al., 2013; Murphy, et. al., 2009).

En el pulmén, al igual que en el sistema gastrointestinal, la mucosa es la primera
en exponerse a diferentes formaciones de microorganismos y material particulado,
tanto organico como inorganico, en donde la inmunidad innata juega un papel
critico en la respuesta al PM. Las células epiteliales tienen un papel muy
importante en el pulmén, pues contienen el crecimiento de microorganismos
mediante el movimiento de fluido y moco por parte de las células ciliadas, que
atrapan el material particulado y lo desplazan hacia las vias aéreas superiores
(Martin & Frever, 2005).

Cuando ingresa un patrén asociado a patéogenos (PAMP), un patron asociado a
microorganismos (MAMP) o un patron asociado a dafio (DAMP), se reconocen por
medio de los PRRs (expresados tanto en células epiteliales, como en células del
sistema inmune) y se lleva a cabo el reclutamiento de células efectoras del
sistema inmune innata en primera instancia, y mas tarde del sistema inmune
adaptativo (Fig. 1). Las células del sistema inmune requieren de una sefalizacion
por medio de moléculas para potenciar o atenuar la respuesta inmune, estas
moléculas pueden ser expresadas y/o secretadas por otras células del sistema
inmune y por células que no pertenecen al sistema inmune, por ejemplo: la
activacion de los TLRs promueve la produccién de citocinas proinflamatorias
(TNFa, IL-1, IL-6, etc.) y a su vez el reclutamiento celular, la produccion de SP-A'y
SP-D (Proteina surfactante) promueven la fagocitosis, etc. (Martin & Frever, 2005).
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Figura 1. Inmunidad innata en el pulmén. La inmunidad innata en el pulmén esta compuesta por un
componente fisico (barreras), un componente quimico (moléculas antimicrobianas, etc.) y un componente
celular (macréfagos alveolares, neutrdfilos, etc.). La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra
agentes extrafios en el pulmon. Cuando existe un reconocimiento de patrones por medio de los PRRs se
desencadena una respuesta y reclutamiento celular, asi como la activacion de la respuesta inmune
adaptativa. Imagen tomada y modificada de Witsett & Alenghat, 2015.

2.3 Monocitos.

Los monocitos, los macrofagos y las células dendriticas pertenecen al sistema
fagocitico mononuclear. Forman parte de la respuesta inmune innata (Abbas et.
al., 2015), y representan un nexo entre las dos etapas de la respuesta inmune, ya
que son células profesionales presentadoras de antigenos (Geissman, et. al.,
2010). El linaje mieloide (incluidos lo monocitos) se producen en el higado fetal de
forma intrauterina y en la médula 6sea después del nacimiento a partir de células
troncales hematopoyéticas y progenitores comunes. La diferenciacion se da por
medio de sefales intra y extracelulares altamente reguladas (Geissman, et. al.,
2010; Balandran, et. al.,, 2017). La diferenciacion de las células troncales
hematopoyéticas de médula 6sea hacia los monocitos maduros sigue un orden
jerarquico de estadios intermedios (fig. 2) en donde es necesaria la presencia de
GM-CSF (factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos), M-CSF
(factor estimulador de colonias de monocitos), G-CSF (Factor estimulador de
colonias de granulocitos), IL-3, IL-6 y SCF (factor de células troncales) para pasar
de un estadio a otro (Balandran, et. al., 2017; Pollard, 2009).
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Figura 2. Desarrollo y diferenciacion de una célula troncal hematopoyética (HSC) hacia un monocito maduro y
posteriormente a un macréfago. La diferenciacion se lleva a cabo en la médula 6sea (MO) hasta que la célula
es un monocito. Posteriormente puede o no salir de la MO hacia el torrente sanguineo y migrar a algun tejido
u érgano para terminar la diferenciacion hacia un macréfago. Factor estimulador de colonias 1 (CSF1), unidad
formadora de colonias granulo-monociticas (CFU-GM, por sus siglas en inglés), unidad formadora de colonias
monociticas (CFU-M, por sus siglas en inglés). Imagen tomada y modificada de BioLegend, 2018.

Los monocitos estan equipados con receptores de quimiocinas, citocinas y PRRs,
que regulan la migracion desde la sangre a los tejidos en respuesta a un proceso
inflamatorio (Geissman, et. al., 2010). Permanecen en circulacion 21 dias, en
donde participan como efectores de la respuesta inmune o pueden migrar a algun
tejido para concluir su diferenciacion hacia macrofagos. En circulacién se pueden
distinguir tres subpoblaciones de monocitos con base en el nivel de expresion de
CD14 y CD16: los clasicos (CD14++CD16-), intermedios (CD14++CD16+), y los
no clasicos (CD14+CD16++). Ademas de la expresién heterogénea de otros
marcadores, pues estos poseen un transcriptoma extremadamente diverso
(Ziegler-Heitbrock, et. al., 2010; Chow, et. al., 2011).

2.4 Macroéfagos

Los macrofagos son células residentes de tejido linfoide y no linfoide, involucrados
en generar un estado de homeostasis en los tejidos por medio de la limpieza de
células apoptéticas y la produccion de factores de crecimiento (Geissman et. al.,
2010; Chow, et. al., 2011). Estan equipados con receptores de reconocimiento de
patdbgenos que hacen mas eficiente su capacidad de fagocitosis e inducen la
produccion de citocinas inflamatorias (Gordon, 2002). Son heterogéneos, en
cuanto a su especializacion en microambientes particulares.
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Tienen diferente nombre segun su localizacién en tejido como osteoclastos (en
huesos), macrofagos alveolares (en pulmoén), células de Kupffer (en higado), etc.
(Italiani y Boraschi, 2014). Estas células pueden adquirir capacidades funcionales
especiales dependiendo de los estimulos a los que se exponen. Algunas citocinas
producidas por subpoblaciones de linfocitos T activan a los macréfagos por la via
clasica (proinflamatorios o M1), mientras que otras citocinas los activan por la via
alternativa (antiinflamatorios o M2) (Abbas et. al., 2015). La principal diferencia
entre estas células es que en las M2 en el metabolismo de la arginina ésta se
cambia hacia ornitina y poliaminas, mientras que en las M1 la arginina se convierte
a citrulina y a 6xido nitrico (Mills, 2012), asi como se representa en la figura 3.

Figura 3. Metabolismo de la L-arginina en los macréfagos al recibir un estimulo de citocinas (IFNy, TNF, IL-1,
GM-CSF, IL-10, IL-4 y/o IL-13). La polarizacién de los macréfagos hacia su fenotipo M1 6 M2 es dependiente
de los estimulos que la célula reciba. El estimulo dado por la IL-10, IL-4, IL-13 y/o GM-CSF causa la
polarizacidon hacia el fenotipo M2, mientras que el estimulo por IFNg, TNF y/o IL-1 propicia la polarizacion
hacia el fenotipo M1. Imagen tomada y modificada de Gordon, 2003.

Las células polarizadas expresan marcadores diferencialmente, dependiendo de si
se trata de M1 o M2. Las células M1 expresan moléculas de MHCII, CD14 vy
producen TNFa, IL-1, IL-6 y otras citocinas proinflamatorias (Gordon, 2003),
mientras que las células M2 expresan receptores de manosa, CD23, CD163,
CD206 y producen IL-10 y TGFB. La polarizacion de los macréfagos se puede
llevar a cabo de forma in vitro. Se pueden utilizar LPS, IFN-y y PMA para polarizar
hacia M1, mientras que para llevar a cabo la polarizacion hacia M2 se puede
utilizar IL-4, IL-13 y M-CSF (Magatti et. al., 2017; Chimal-Ramirez et. al., 2016;
Moganti et. al., 2017).
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Los macréfagos expresan moléculas en la superficie celular, que pueden ser
usadas para la identificacién inmunofenotipica de subpoblaciones celulares, entre
las moléculas mas importantes estan:

CD14. Es una proteina mieloide-especifica rica en repeticiones de leucina
muy abundante en monocitos y macréfagos (Meng, et. al., 2008). Esta
molécula es considerada como un receptor de reconocimiento de patrones
(PRR), pues tiene la capacidad de reconocer PAMPs, DAMPs o MAMPs.
Sin embargo, se le involucra mas con el reconocimiento de LPS, en el que
participan otras moléculas como LBP, MD-2, MyD-88 y TLR-4 (Martin &
Frevert, 2005).

CD16. Esta molécula pertenece a una familia de glicoproteinas de
membrana que presentan afinidad a la fraccién Fc de los IgG llamada FcyR
y estan ampliamente distribuidas en las células hematopoyéticas (Li, et. al.,
2007). En especifico, CD16 (FcyR Ill) presenta baja afinidad a IgG por lo
que se compromete solo con complejos antigeno-anticuerpo, lo que
asegura una apropiada sefalizacion en condiciones fisiolégicas
(Bournazos, Wang & Ravetch, 2016).

CD33. Es perteneciente a la familia de las lectinas parecidas a
inmunoglobulinas de unién a acido sialico (siglecs, por sus siglas en inglés).
Esta presente en células inmunes como progenitores mieloides vy
monocitos. Tiene funcion inhibitoria gracias a que posee un motivo ITIM en
su parte citoplasmatica (Cao & Crocker, 2010; Brinkman-Van der Linden, et.
al., 2003). El gen que codifica para esta proteina se encuentra ubicado en
el brazo largo del cromosoma 19 en humanos y aunque también existe esta
molécula en el raton, su ligando es diferente al del ser humano (Peiper, et.
al., 1988; Brinkman-Van der Linden, et. al., 2003).

CD36. Es un receptor de acidos grasos de alta afinidad que facilita la red de
consumo de acidos grasos por el musculo y tejido adiposo. Se expresa
ampliamente en varios tipos celulares como: plaquetas, células del sistema
inmune, adipocitos, miocitos, enterocitos, células enteroenddcrinas, etc.
(Pepino, et. al., 2014). Tiene acciones inmunometabdlicas, pues su
sefalizacion puede involucrar rutas relacionadas a angiogeénesis,
inflamacion y aterosclerosis (Pepino, et. al., 2014; Cifarelli, et. al., 2017).
CD163. Pertenece a la super familia de los receptores scavenger
(basureros) ricos en cisteina clase B, también llamado M130, PI55 o
receptor scavenger de hemoglobina. Es expresado por el linaje de los
monocitos y macréfagos, con abundante expresion en macrofagos
residentes de tejido (Onofre, et. al., 2009). Se cree que tiene un papel
regulatorio en la eritropoyesis. Asimismo, se ha observado que disminuye la
inflamacion sistémica y participa en la induccién de tolerancia y la
regeneracion tisular (Moestrup & Moller, 2004). Es una molécula que sirve
para identificar la subpoblacién M2c de los macrofagos, quienes tienen
accién antiinflamatoria y pro-fibrética (Olmes, et. al., 2016).
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e (CD206. También conocido como MR (receptor de manosa, por sus siglas
en inglés). Fue reconocido inicialmente como un receptor involucrado en la
limpieza de glicoproteinas endogenas. Esta constituida por una parte
extracelular conformada por un dominio rico en cisteina, un dominio que
contiene repeticiones de fibronectina tipo 2 y multiples dominios de
reconocimiento de carbohidratos parecidos a lectinas tipo C, un dominio
transmembranal y una cola citoplasmatica corta (Taylor, et. al., 2005). Esta
molécula es capaz de llevar a cabo reconocimiento y esta involucrada en la
internalizacion de varios antigenos y patégenos (lzumi, et. al., 2017; Op den
Brouw, et. al., 2009; Taylor, et. al., 2005).

e (CD209. Conocida también como DC-SIGN, es una molécula de membrana
perteneciente a la familia de las lectinas tipo C. Tiene la capacidad de
reconocer diferentes ligandos carbohidratos y glicoproteinas incluyendo
estructuras ricas en manosa y glicoproteinas de superficie de patogenos
como algunas de VIH, Mycobacterium tuberculosis, virus del ébola, Candida
albicans y virus de hepatitis C por medio de interacciones dependientes de
oligomanosa (Bournazos, Wang & Ravetch, 2016; Pederson, Mitchell &
Prestegard, 2014; Manzo, et. al.,, 2012). Se localiza tanto en células
dendriticas mieloides, como en subpoblaciones de macrofagos (Manzo, et.
al., 2012).

2.5 El efecto de las particulas PM,sen células humanas.

La exposicién al material particulado se ha asociado a problemas de salud en el
ser humano debido a los efectos tdxicos resultantes de su interaccién con las
células, ya sean epiteliales o sanguineas. Dicho efecto puede ir desde un cambio
en la morfologia celular, hasta cambios en la expresion de genes.

Las particulas modifican la morfologia celular de los macrofagos, incrementando el
tamano de las células y disminuyendo la cantidad de mitocondrias en la célula
(Zhao, et. al., 2016). Aumentan la produccion de las especies reactivas de oxigeno
y la activacion de NF-«B, que induce la transcripcion de genes de citocinas
proinflamatorias (Yan, et. al., 2016; Huang, et. al. 2009; Franzi, et. al., 2017).
Inducen la expresion de genes codificantes para proteinas pertenecientes a la
familia del citocromo P450, como CYP1A1 y CYP2E1 (Cavanagh, et. al., 2009;
Saint-George, et. al., 2008).

Por otro lado, se ha observado que las PM; 5 tienen un efecto en la estructura de
la membrana celular y en la mitocondrial en células epiteliales (Gualtieri, et. al.,
2009). Causan la activacion de EGFR (Receptor de factor de crecimiento
epidermal), lo cual puede causar vasoconstriccion en las vias aéreas (Yan, et. al.,
2016) y un aumento en la expresion de mediadores de la inflamacién como IL-1,
IL-6, IL-8, TNFa (Jia, et. al., 2017). En los macrofagos la exposicion a PM, s causa
un aumento de mMRNAs correspondientes a la familia del citocromo P450, quienes
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son proteinas encargadas de la inactivacion de compuestos que pueden resultar
téxicos para la célula (Billet, et. al., 2007).

Asi mismo, se ha estudiado el efecto de las particulas PM,5 en otros tipos de
células, en su mayoria lineas celulares en donde hay diferentes extensiones de
dafo causado por las PM,s. Sin embargo, el efecto de dichas particulas en
muchas de las células esta relacionado a estrés oxidante e inflamacion (Jia, et. al.,
2017).

3. Justificacion.

Se ha comprobado que dentro de las causas de enfermedades respiratorias se
encuentra la exposicién al material particulado del ambiente atmosférico, el cual
puede provenir de diferentes fuentes. Sin embargo, el efecto que este material
causa en la salud, y especificamente en células del sistema inmune como los
macrofagos aun no se ha estudiado en su totalidad (Zhao, et. al., 2016), por lo
tanto es importante generar este conocimiento, en especial en células primarias
correspondientes al sistema inmunitario. Debido a que el material particulado
ingresa al cuerpo humano por medio de vias aéreas y pueden llegar a ser capaces
de pasar a la sangre periférica dependiendo de su tamafio, las primeras células
que tienen contacto con éste, ademas de las células epiteliales, son los
macrofagos alveolares y, segun sea el caso, los monocitos de sangre periférica.

Los estudios que han tratado de esclarecer el efecto del material particulado PM 5
en humanos utilizan células ya diferenciadas o de lineas celulares, o en dado
caso, en el modelo experimental la exposicidn a dichas particulas es en un tiempo
corto (horas) y con concentraciones de PM; 5 altas (hasta 650ug/mL), por lo que
es importante conocer el efecto de las PM; s durante la diferenciacién y con una
exposicidn a concentraciones menores, ya que esto reflejaria la exposicion a PMy 5
en un habitante comun de la Ciudad de México quien en 2016 se exponia a un
promedio anual de 23pg/m® de PM, 5 (Secretaria del medio ambiente de la Ciudad
de México, 2017).

Se sabe que la exposicion de macréfagos a particulas PM, s causa un aumento en
la muerte celular y cambios morfolégicos en las células, como el aumento de
tamano y disminucion del numero de mitocondrias. Asimismo, induce la
produccion de citocinas proinflamatorias, de especies reactivas de oxigeno y
causa inflamacion en los tejidos. Sin embargo, poco se sabe del efecto que tiene
en la diferenciacidon de éstas células y en la expresiéon de moléculas de superficie
importantes para llevar a cabo su funcién, por lo que resulta de interés el estudio
de los macrofagos expuestos a PM, 5 durante su diferenciacion y el impacto que
tienen las PM,5 en CD14, CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209, quienes
son receptores importantes para el desempeno de los macrofagos.
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4. Hipoétesis.

La exposicion a particulas PM; 5 de la atmosfera de la Ciudad de México (1ug/mL,
5ug/mL y 10ug/mL) durante la diferenciacion de monocitos a macrofagos inducira
la muerte celular y la producciéon de TNFa. Asi mismo, induciran una expresion
diferencial de CD14, CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209 en la superficie
de los macréfagos con respecto a las células diferenciadas sin exposicion.

5. Objetivos.
5.1 Objetivo general.

Analizar el efecto de las particulas PM; 5 de la Ciudad de México (1ug/mL, 5 ng/mL
y 10 ug/mL) en la viabilidad, la expresibn de moléculas de superficie y la
produccion de TNFa durante la diferenciacion de monocitos de sangre periférica
de donadores sanos a macréfagos.

5.2 Objetivos particulares.

¢ |dentificar la presencia de las particulas en los macréfagos derivados de
monocitos (MDMs) expuestos a 1ug/mL, Sug/mL y 10ug/mL durante su
diferenciacion (Internalizacion).

e Analizar la viabilidad de los macrofagos después de la exposicion a las
particulas durante su diferenciacion.

e Analizar la expresién de CD14, CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y
CD209 en la superficie de los MDMs expuestos a particulas PMy 5.

e Cuantificar la produccién del TNFa en los sobrenadantes de monocitos
diferenciados durante 7 dias en presencia de particulas.

6. Métodos.
Reactivos

Medio de cultivo Rosswell Park Memorial Institute (RPMI, Lonza N. Cat. 12167-Q),
L-Glutamina (200mM), suero humano inactivado por calor (HyClone, Logan, UT),
Amortiguador de Fosfatos Salino (PBS, Lonza N. Cat. 17-S16Q), Solucion
Separadora de Linfocitos (Lonza N. Cat. 17-829E), colorante de Wright (Sigma-
Aldrich N. Cat. WS16-500ML, Azul de tripano (Gibco, N. Cat. 15250-061), Solucion
de lavado FACS (PBS+ Azida de sodio 0.1%+ Suero fetal bovino 2%), Green-
fluorescent reactive dye (1:10, Invitrogen N. Cat. L23101), medio de montaje
(mezcla de isomeros), Suero fetal bovino (HyClone, N. Cat. SH30071.03),
Superblock (Pierce, N. Cat. 37515), Solucién de lavado para ELISA (PBS /0.01M,
pH 7.2; Tween-20 al 0.05%), solucion de dilucién de anticuerpos (PBS 0.01M, pH
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7.2; Tween20 al 0.05%, BSA 2%) y solucion amortiguadora para el sustrato de
fosfatasa (Dietanolamina 1M, MgCl, 0.5mM, pH 9.8).

6.1 Obtencién de la muestra biologica.

Los paquetes leucocitarios utilizados fueron proporcionados por el banco de
sangre del INER (Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias). Existen
criterios de inclusion para los donadores como no padecer hipertension arterial, no
padecer diabetes, haber mantenido 12 horas de ayuno previo a la donacion, no
haber ingerido bebidas alcohdlicas 72 horas antes de la donacion. La sangre
obtenida de la donacion es centrifugada para concentrar las células vy
posteriormente se deposita en una bolsa con CPD (citrato fosfato dextrosa) como
anticoagulante. Todas las muestras obtenidas para el procedimiento provinieron
de donantes masculinos de entre 25 y 51 afios (n=7).

6.2 Muestreo de Particulas.

Se tomaron muestras de material contaminante atmosférico mixto urbano (PM)
durante dos afnos en la estacion de monitoreo de lztapalapa en la Universidad
Autonoma Metropolitana (UAM-Iztapalapa) que se encuentra en el sureste de la
Ciudad de México, la zona metropolitana mas grande del continente americano.
Para la obtencion de las PM; 5 se utilizaron muestreadores de gran volumen (Tisch
TE6070V, Roswell, GA, EE. UU.) con un caudal de aire de 1.13 m®min™ + 10%
para obtener cantidades adecuadas de PM, 5 en las membranas de nitrocelulosa
modificadas. Las muestras de PM se recuperaron de las membranas en forma
mecanica y se agruparon por mes, lugar y tamafio de particula, agrupandolas en
muestras anuales a granel de PMys. Una vez que se recuperaron de las
membranas, las PM se conservaron a 4 °C en viales de vidrio horneado en
oscuridad, en un desecador. Antes de utilizarlas en los experimentos in vitro, las
PM se pesaron en una balanza de precision, fueron esterilizadas por medio de
calor humedo para posteriormente preparar soluciones stock de 1 mg/ml. La
suspension de PM en medio de cultivo se homogeniza con ultrasonidos durante 2
minutos antes de usarse.

6.3 Células y condiciones de cultivo.

A menos que se especifique lo contrario, las condiciones de cultivo celular fueron
a una temperatura de 37°C y 5% de CO_, en medio de cultivo RPMI 1640 (Lonza,
Walkersville, MD) suplementado con 10% de suero humano inactivado (Hyclone,
Logan, UT) y 2mM de L-glutamina.
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6.4 Obtencidon de monocitos.

A partir de los paquetes leucocitarios del banco de sangre del INER se procedié a
diluir 100mL de la muestra 1:2 con medio RPMI 1640. Se agregé Lymphoprep
(Axis-Shield PoC AS, Oslo Norway), y se centrifug6 a 1200rpm durante 45 minutos
a temperatura ambiente. Con ayuda de una pipeta de transferencia (Corning, NY,
USA) se recuperd el anillo de la interfase que contiene las PBMCs (Células
mononucleares de sangre periférica; Fig 4). Los monocitos fueron purificados por
medio de adherencia en placas Petri (Corning, NY, USA), cultivando las PBMCs
por placa a 37°C, 5% CO; durante una hora para su adherencia (60-80x10°
PBMCs/placa), una vez pasado este tiempo los monocitos fueron colectados. El
rendimiento fue de 3.2x10” células. Los monocitos obtenidos fueron cultivados
durante 24 horas en una placa de 24 pozos a 2x10° cél/mL (1mL por pozo; Anexo
A).

Figura 4. Representacion de las diferentes fases obtenidas al centrifugar sangre con Lymphoprep. Posterior a
la centrifugacion de la sangre, sus componentes se separan de acuerdo a su densidad. Los componentes con
mayor densidad se agrupan en el fondo y los de menor densidad en la superficie. Tomada y modificada de
https://www.slideshare.net/shikshachoytoo/blood-concentration-methods
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6.5 Prueba de purezay viabilidad.

Los monocitos obtenidos fueron tefiidos con una sonda de viabilidad (Green-
fluorescent reactive dye (1:10, Invitrogen N. Cat. L23101)) y utilizando anticuerpos
anti-humano para detectar las células CD14+, CD3+ y CD4+. Las células fueron
analizadas en un citometro de flujo (FACSAria Fusion, BD Biosciences, EUA)
incluyendo FMOs como controles (se adquirieron 100 000 eventos). Los datos de
la fueron analizados con el software BD FACSDiva. La pureza en promedio fue del
61.63%, mientras que la viabilidad siempre fue >90% (ver Anexo A).

6.6 Diferenciacién de monocitos en presencia de PM;5

Los monocitos se expusieron a tres concentraciones de particulas: 1pg/mL,
5ug/mL y 10ug/mL, como control negativo se utilizaron monocitos sin estimulo
(legando a un volumen de 2mL por pozo) durante seis dias, en los cuales
permanecieron en cultivo. Despues, las células adquirieron la morfologia de
macrofagos y fueron llamados MDMs (ver Anexo A). La exposicion se realizé 24
horas después de la obtencidén de los monocitos.

6.7 Evaluacion de las moléculas de superficie en MDMs expuestos a PM;s.

Una vez pasados los seis dias de la exposicion a las particulas, las células fueron
cosechadas y contadas en una camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania),
revisando su viabilidad con el colorante de exclusidon azul tripano. Se les realizé
una tincion de superficie para citometria de flujo con una sonda de viabilidad
(Green-Fluorescent Reactive dye) y anticuerpos anti-CD14 acoplado a PETxRed,
anti-CD16 acoplado a BV510, anti-CD33 acoplado a APC, anti-CD36 acoplado a
PE, anti-CD163 acoplado a PerCP/Cy5.5, anti-CD206 acoplado a APC/Cy7 y anti-
CD209 acoplado a PE/Cy7. Las células fueron analizadas en el citometro de flujo
(FACSAria Fusion) incluyendo FMOs como controles (100 000 eventos). Los datos
obtenidos fueron analizados con el software BD FACSDiva. No existe diferencia
significativa entre la viabilidad evaluada por medio de azul tripano y por citobmetria
de flujo. (ver Anexo A).

6.8 Estrategia de andlisis de la expresién de receptores de membrana
analizados en BD FACSDiva Software.

Primero se realizé una grafica de puntos (Dot plot) de Forward Scatter en el eje de
las abscisas, contra Side Scatter en el eje de las ordenadas, es decir, tamafo
contra granularidad. En esta grafica se seleccionaron unicamente las células,
descartando cualquier fragmento de membrana, o bien particula libre. A partir de
esta seleccion, se hizo una grafica de tamafio o Forward Scatter (area vs altura),
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en la cual se seleccionaron mediante el tamafio a las células individuales.
Posteriormente, se realizd otra grafica a partir de la seleccion anterior, graficando
Side Scatter (area vs altura), en la cual se realizé una seleccion de las células
individuales con base en su granularidad.

Una vez seleccionadas las células individuales, se seleccionaron las células vivas
en el canal de FITC. Se tomaron como células vivas a las que resultaron negativas
para FITC. Posteriormente, se seleccionaron las células CD14+, y a partir de esta
ultima seleccion se seleccionaron las poblaciones positivas para CD16, CD33,
CD36, CD163, CD206 y CD209 (las regiones fueron establecidas con ayuda de
los controles FMOs). Se tomaron los porcentajes de células positivas de cada
molécula, asi como la intensidad media de fluorescencia (MIF; Fig. 5).
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Figura 5. Representacion del procedimiento para la seleccién de poblaciones positivas para CD14, CD16,
CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209. En los histogramas se representa el punto a partir de donde se

considera la poblaciéon positiva de cada molécula (el porcentaje de células tomado como positivo en los FMOs
fue restado al porcentaje al final).
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6.9 Evaluacion de internalizacion de PM, s por los MDMs.

Se realizaron preparaciones de los MDMs en portaobjetos utilizando la técnica de
citocentrifugacion, ajustando antes la suspensién celular a 1.25X10° cél/mL.
Posteriormente las células se fijaron con metanol y se realizé la tincion de Wright
para llevar a cabo un conteo celular (un total de 300 células por condicidén) en un
microscopio foténico (Axio Lab.A1, Zeiss, Gottingen, Alemania) y determinar la
presencia de particulas intracelulares (ver Anexo A).

6.10 Cuantificacion de TNFa.

La cuantificacion de TNFa se llevdo a cabo por medio de un ELISA del tipo
“Sandwich” en una placa de 96 pozos (MaxiSorp, Nunc, ThermoFisher, EUA)
utilizando 50uL de los sobrenadantes del cultivo de los MDMs en ensayos por
duplicado. La absorbancia obtenida fue interpolada en una curva estandar de TNF
recombinante (Endogene, STNFA-50).

(ver Anexo A).

6.11 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos tanto del Software BD FACSDiva, como de los conteos
celulares por microscopia y los datos obtenidos de la cuantificacion de TNFa
fueron analizados en el software GraphPad Prism 7. Se realiz6 una prueba de
Friedman con un alpha de 0.05 y tomando como significancia P<0.05, la cual nos
permitié saber si existe una diferencia significativa entre las diferentes condiciones
de cultivo probadas en este trabajo. Posteriormente, se realizd una prueba de
Dunn’s con un alpha de 0.05 y tomando como significancia P<0.05, que nos
permiti6 conocer las condiciones en las que existe diferencia significativa. En el
caso de la cuantificacion de TNFa, antes de realizar la prueba de Friedman se
realizd una regresion lineal para interpolar los valores de absorbancia de las
muestras dentro de la curva estandar.

7. Resultados.

7.1 La exposicion a PM,s durante la diferenciacion de los MDMs disminuye la
muerte celular en MDMs.

En reportes anteriores se ha observado que la exposicion a PM,s aumenta la
muerte de las células, por lo que se decidid comprobar la viabilidad de los MDMs
para asegurarnos de que las células con las que se trabajaron estuvieran vivas. La
evaluacion de la viabilidad celular posterior a la exposicion de las particulas PMz 5
se llevé a cabo mediante citometria de flujo, debido a que es una herramienta que
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nos permite analizar un mayor numero de células y de forma mas rapida que la
microscopia.

Los resultados muestran que la exposicion a PMz s en el intervalo de 1-5 ng/mL no
disminuye o afecta la viabilidad celular de los MDMs, mientras que la exposicion a
10ug/mL de PMys disminuye significativamente la muerte de los MDMs con
respecto a los MDMs que fueron diferenciados en ausencia de las particulas (Fig.
6).

Figura 6. La exposicién a 10ug de PM.s durante la diferenciaciéon celular disminuye la muerte de los
MDMs. Viabilidad celular de MDMs expuestas a Opg/mL, 1pug/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de PM_ s durante su
diferenciacion. La viabilidad se determiné con una sonda de viabilidad (Green-fluorescent reactive dye)
mediante citometria de flujo. Los datos representan la mediana con su respectivo rango intercuartil (n=7).
Ademas, cada simbolo dentro de las graficas representa un experimento independiente. ** P<0.005

7.2 La exposicién a particulas PM, s afecta la morfologia celular de los MDMs.

En el trabajo de Zhao, et. al. se observd que la exposicion de macréfagos a PM 5
induce cambios morfologicos de las células. Por lo tanto, se hizo el analisis de las
células expuestas a PMys utilizando microscopia éptica, ya que esta permitid
observar tanto la morfologia de las células como la presencia de particulas en su
interior.
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En los MDMs que fueron expuestos a PM,s se observaron particulas en el
citoplasma, y en muchos casos internalizan mas de una particula (Fig. 7 B, D).
Ademas, los MDMs expuestos a 10ug/mL de particulas son morfologicamente
diferentes a las células que no se expusieron a las particulas (Fig. 7 A, C), ya que
éstas presentan un alto numero de vacuolas en su citoplasma (Fig. 7 B, D).

A) B)
4 v
v
40x 40x
C) D)
v
"o
' vy
100x 100x

Figura 7. Imagenes morfolégicas de MDMs expuestos a Oug/mL (A, C) y 10ug/mL (B, D) de particulas PM2 5
durante su diferenciacion. Las imagenes fueron tomadas a un aumento de 40x (A, B) y 100x (C, D) en un
microscopio foténico. Las flechas sefialan la presencia de particulas al interior de las células.
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Al realizar el conteo de particulas en las células expuestas a las particulas PM s,
se observa que el incremento de la concentracion de particulas presente durante
la diferenciacion celular produce un aumento en el numero de células con

particulas en el citoplasma, exhibiendo una tendencia dosis-dependiente, en
donde solo existe diferencia significativa entre el grupo control y las células
expuestas a 10ug/mL de PMy 5 (Fig. 8).

Figura 8. Internalizacion de particulas por MDMs expuestos a Oug/mL, 1ug/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de
PM,s durante su diferenciacién. La presencia de particulas en las células fue evaluada contando 300
células por condicion por medio de microscopia 6ptica a un aumento de 100x. Los datos representan la
mediana con su respectivo rango intercuartil (n=5). Ademas, cada simbolo dentro de las graficas
representa un experimento independiente. ** P<0.005.

7.3 La exposicion a particulas PM s disminuye la expresion de CD14, CD33 y
CD36, y aumenta la expresion de CD206 en MDMs.

Poco se sabe acerca del efecto de las particulas PM,5 en la expresion de los
receptores de superficie de los macréfagos por lo que se decidié analizar la
proporcion de MDMs que se ven afectados en la expresién de CD14, CD16,
CD33, CD36, CD163, CD206 y CD209. El analisis se llevd a cabo mediante
citometria de flujo, ya que con esta técnica es posible realizar el analisis de todas
las moléculas simultaneamente.

La exposicion a 5pug/mL y 10ug/mL de particulas PM, s durante la diferenciacion de
monocitos disminuye significativamente en el porcentaje de MDMs que expresan
CD14 en su superficie (Fig. 9 (A)) en comparacion con los MDMs diferenciados en
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ausencia de particulas (de 42% a 31% y 33% respectivamente; P<0.05). La
exposicion a 10ug/mL de particulas PM, s durante la diferenciacion de los MDMs
causa una disminucidn significativa en la proporciéon de células que expresan
CD33 en comparacion con las células diferenciadas en ausencia de PM,5, como
se muestra en la figura 9 (B), en donde la disminucion va de 90% a 80%
(P<0.005). Ademas, la exposicion a 10ug/mL de particulas PM,5s durante la
diferenciacion celular causa también una disminucion significativa en la proporcion
de células que expresan CD36 (fig. 9 (C)) con respecto a las células sin dicha
exposicion (de 94% a 83%, p<0.05); en estos dos ultimos casos, se observa una
tendencia dosis-respuesta a la exposicion de PMa 5. Por otro lado, la exposicion de
las células a 10ug/mL de particulas PM, s durante su diferenciacion causa un
incremento significativo en la proporcion de células que expresan CD206 en la
superficie (Fig. 10 (A)), el cual va de 88% a 94% (P<0.005). La exposicion a PMz s
no causa un efecto en el porcentaje de MDMs que expresan CD16 (Fig.9 (D)),
CD163 (Fig.10 (B)) y CD209 (Fig.10 (C)).
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Figura 9. La exposicion a PM; s causa una disminucién en el porcentaje de células que expresan CD14, CD33
y CD36. Se obtuvo la proporcion de células que expresan CD14 (A), CD16 (D), CD33 (B) y CD36 (C) en los
MDMs expuestas a Oug/mL, 1ug/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de PMas durante su diferenciacion mediante
citometria de flujo. Los datos representan la mediana con su respectivo rango intercuartil (n=7, CD16 y CD36
n=4). Ademas, cada simbolo dentro de las graficas representa un experimento independiente. *P<0.05,
**P<0.005.
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Figura 10. La exposicion a PM.s induce la expresion de CD206. Se obtuvo el porcentaje de células que
expresan CD163 (B), CD209 (C) y CD206 (A) en los MDMs expuestos a Oug/mL, 1ug/mL, 5ug/mL y 10ug/mL
de PMzs durante su diferenciacion mediante citometria de flujo. Los datos representan la mediana con su
respectivo rango intercuartil (n=7). Ademas, cada simbolo dentro de las graficas representa un experimento
independiente. **P<0.005.

7.4 La exposicion a particulas PM;,s durante la diferenciacion aumenta el
numero de moléculas CD206, mientras que disminuye CD14 y CD33.

Dado que se observé una disminucién de CD14 y CD33 y un aumento en CD206
en el porcentaje de MDMs expuestos a PM,5, se decidié analizar también el
numero de moléculas que son expresadas por dichas células. El analisis se realizo
mediante citometria de flujo, ya que esta técnica permite el andlisis simultaneo de
las moléculas y tiene la capacidad de analizar un gran numero de células.
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Los resultados muestran que la exposicién a Sug/mL y 10ug/mL de particulas
PM. s durante la diferenciacién celular disminuye significativamente el numero de
moléculas CD14 con respecto a las células que no fueron expuestas a las
particulas (Fig 11 (A)). Esto es, de una Intensidad Media de Fluorescencia (IMF)
de 8200 de los MDMs sin particulas a una IMF de 6300 y 6500 en los MDMs
expuestos a 5ug/mL y 10ug/mL de PM, 5 (P<0.05, en ambos casos).

De igual manera, existe una disminucion significativa en la expresion de CD33 en
los MDMs expuestos a 10ug/mL de particulas con respecto a los MDMs que no
fueron expuestos y con respecto a los MDMs expuestos a 5ug/mL (Fig. 11 (B)). La
disminuciéon va desde una IMF de 2500 en las células sin exposicion a las
particulas y los MDMs expuestos a 5ug/mL a una IMF de 2100 en los MDMs
expuestos a 10ug/mL de PM, 5 (P<0.05).

En contraste a las moléculas anteriores, el numero de moléculas CD206 en los
MDMs expuestos a 5ug/mL y 10ug/mL de particulas PM,5s se ve aumentado
significativamente con respecto a los MDMs diferenciados en ausencia de
particulas (Fig. 12 (A)). El aumento va desde una IMF de 2000 registrada en los
MDMs diferenciados en ausencia de particulas a una IMF de 4300 en los MDMs
expuestos a 5ug/mL de PM,5 y a una IMF de 4500 en los MDMs expuestos a
10upg/mL de PMys (P<0.005, en ambos casos). Tanto el efecto en el numero de
moléculas CD33 como en la de CD206 es dependiente de la concentracion de
particulas a las que se exponen las células, alcanzando la significancia al exponer
a los MDMs a 10ug de PM; 5 durante su diferenciacion.

La exposicion a PMys durante la diferenciacion celular no causa efecto en el
numero de moléculas CD16 (Fig. 11 (C)), CD36 (Fig. 11 (D)), CD163 (Fig. 12 (B))
y CD209 (Fig. 12 (C)) expresadas en los MDMs.
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Figura 11. La exposicién a PM2 5 causa la disminucion del numero de moléculas de CD14 y CD33. Se obtuvo
la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD14 (A), de CD16 (C), de CD33 (B) y de CD36 (D) mediante
citometria de flujo en las células que fueron expuestas a Opg/mL, 1pg/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de PMy s durante
su diferenciacion. Los datos representan la mediana con su respectivo rango intercuartil (n=7, excepto en
CD16 y CD36, en donde n=4). Ademas, cada simbolo dentro de las graficas representa un experimento
independiente. *P<0.05.
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Figura 12. La exposicion a PMzs induce la expresion de CD206. Se obtuvo la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de CD163 (B), de CD209 (C) y de CD206 (A) mediante citometria de flujo en las células
que fueron expuestas a Oug/mL, 1pg/mL, 5ug/mL y 10ug/mL de PM; s durante su diferenciacion. Los datos
representan la mediana con su respectivo rango intercuartil (n=7). Ademas, cada simbolo dentro de las
graficas representa un experimento independiente. **P<0.005.

7.5 La exposicion a las particulas PM,5 induce la produccién de una mayor
cantidad de TNFa.

Los resultados muestran que la exposicion a 10ug/mL de particulas PM, s durante
la diferenciacion celular induce un aumento significativo en la producciéon de TNFa
con respecto a la produccion de las células diferenciadas en ausencia de
particulas (de 64pg/mL a 207pg/mL; P<0.005) y con respecto a los MDMs
expuestos a 1ug/mL (de 91pg/mL a 207pg/mL; P<0.05; Fig. 13). Se puede
observar una tendencia de aumento de la produccion de TNFa dependiente de la
dosis en los MDMs expuestos a PM,s durante su diferenciacion, ya que la
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concentracion de TNFa aumenta conforme aumenta la exposicion a las particulas
PM_ s (Fig. 13).

Figura 13. La exposicién a PM2s en la diferenciacion celular aumenta la producciéon de TNFa. La
cuantificacion del TNFo se llevd a cabo en el sobrenadante de las células que fueron expuestas a
Oug/mL, 1ug/mL, Sug/mL y 10ug/mL de PM.s, por medio de ELISA. Los datos representan la mediana
con su respectivo rango intercuartil (n=5). Ademas cada simbolo dentro de la grafica representa un
experimento independiente. * P<0.05, ** P<0.005.

8. Discusién

La exposicion a material particulado esta asociada con dafio en el tracto
respiratorio y con el aumento en admisiones a hospitales (WHO, 2013; Rodrigues,
et. al., 2017; Williams, et. al., 2011). En especifico, se ha asociado la exposicion a
material particulado PM,5s con dafio celular en células epiteliales de las vias
aéreas y células del sistema inmune provocando inflamacién, estrés oxidante y un
aumento en la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-8, IL-6, IL-1B y
TNFa (Yan, et. al., 2016; Michael, et. al., 2013; Su, et. al., 2017). En estudios
previos hechos en otras ciudades, principalmente en China, se ha observado que
el PM, 5 altera tanto la funcion como la morfologia de diferentes tipos celulares
(Zhao, et. al., 2016; Yan, et. al., 2016; Michael, et. al., 2013). Se ha visto que
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algunos productos de la contaminaciéon ambiental de la Ciudad de México, como
los hidrocarburos policiclicos aromaticos, causan dafo al DNA de linfocitos
humanos (Garcia-Suastegui, et. al., 2011).

Al llevar a cabo la exposicidn de las células a material particulado una de las
principales suposiciones que se hace es su efecto negativo en la viabilidad como
se observd en trabajos previos, en donde al exponer durante algunas horas
macrofagos (MDMs) y lineas celulares RAW264.7 y A549 a concentraciones
desde 1 hasta 650 ug/mL de PM se disminuye significativamente la viabilidad
celular (Ohyama, et. al., 2012; Michael, Montang & Dott, 2013; Gualtieri, et. al.,
2009). Sin embargo, Zhao et. al. observaron que la viabilidad celular en
macrofagos de ratones al exponerlos a 25-100 ug/mL de PM, 5 durante 6 horas no
se ve afectada negativamente, sino que existi6 menos muerte celular en las
células expuestas a las PM, s (Zhao, et. al., 2016). Un efecto similar se observé en
este trabajo, ya que al llevar a cabo la exposicion de los monocitos a PM; 5 puede
verse una disminucién en la muerte celular en los MDMs, y que sigue una
tendencia dosis-dependiente, alcanzando la significancia al exponer las células a
10ug/mL de PM2s. Aunque las células provienen de organismos diferentes, la
exposicion se realizdé con una menor concentracion de particulas que las que ellos
utilizaron y por un periodo mayor de tiempo (6 dias), los resultados de este trabajo
son parecidos a los de Zhao, et. al.

La internalizacion de las particulas PM,s aumenta conforme aumenta la
concentracion de particulas, mostrando una tendencia dosis dependiente. Sin
embargo, la carencia de diferencia significativa entre los MDMs expuestos a las
PM.5 sugiere un limite en la internalizacion de las particulas, lo cual tendria
relacion con el tamafo de las particulas y el volumen que estas ocupan en la
célula (Cannon & Swanson, 1992). Es importante mencionar que el mecanismo de
internalizacién de las particulas no esta esclarecido por completo, por lo que la
internalizacion de las particulas podria darse por medio de fagocitosis, endocitosis
u otra forma de internalizacion.

Estudios anteriores han demostrado que la exposicion de los macréfagos a las
PM, 5 induce un cambio morfolégico en las células aumentando su tamafio, la
inclusién de particulas y la formacion de vacuolas y/o vesiculas (Zhao, et. al.,2016;
Bonzini, et. al., 2017), tal como se observé en este trabajo, en especifico en los
MDMs expuestos a 10ug/mL de PMys. La presencia de una gran cantidad de
vacuolas en el interior de los macrofagos concede la apariencia de células
espumosas, quienes pueden presentar marcadores de M1 o marcadores de M1y
M2 (Stoger, et. al., 2012). Estas células se encuentran principalmente en el
pulmdén cuando ocurre un evento de infeccion por algunos patégenos como M.
tuberculosis, quien las utiliza como blanco preferido, pues dentro de la célula se
encuentran las vesiculas con gotas de lipidos que la bacteria puede aprovechar
como fuente de nutrientes (Russell, et. al., 2009).
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La polarizacion hacia macrofagos espumosos es resultado de una desregulacién
en la entrada y salida de lipoproteinas de baja densidad (LDL) del suero, debido
ya sea a la activacion de TLR’s o por estimulos proinflamatorios como el TNFa,
(Russell, et. al.,, 2009). En el metabolismo de las LDL estan involucradas
moléculas de superficie encargadas de la internalizacion, en las que se
encuentran los receptores para LDL, SRA (receptor scavenger A, por sus siglas en
inglés) y CD36 (Russell, et. al., 2009; Pepino, et. al., 2014), siendo ésta ultima una
de las moléculas afectadas por las particulas PM; 5 en este trabajo. La polarizacion
hacia macrofagos espumosos no es exclusiva de los macrofagos residentes de
pulmén, pues Xu et. al. (2015) observaron que los monocitos de sangre periférica
pueden diferenciarse hacia macréfagos espumosos en un modelo de
hiperlipidemia. Es importante comprobar que los MDMs que presentan las
vesiculas en este trabajo en realidad sean células espumosas, ya que implicaria
una susceptibilidad hacia la infeccion por M. tuberculosis. Ademas, la
desregulacion del metabolismo de las LDL debe comprobarse, pues es importante
saber cual de las moléculas involucradas en dicho metabolismo esta causando la
formacion de los macréfagos espumosos, ya que seria ésta una molécula mas que
se esta afectando debido a la exposicion de las PMys. Las principales moléculas
que podrian afectarse para dar lugar a los macrofagos espumosos son los
receptores de LDL, quienes podrian estar siendo regulados positivamente, o los
transportadores ABC (ATP-binding cassette) de forma negativa.

Poco es sabido del efecto de las particulas PM2 5 sobre moléculas de superficie
que desempenan una funcién importante en el macréfago. En este trabajo se
evaluo dicho efecto sobre 7 moléculas de superficie (CD14, CD16, CD33, CD36,
CD163, CD206 y CD209), en donde se observd una disminucién significativa en
tres de ellas. La primera de las moléculas disminuidas es CD14, la cual es
conocida por ser parte importante en el reconocimiento de PAMPS, MAMPS y
DAMPS (Martin & Frevert, 2005). En el trabajo realizado por Chaudhuri et. al.
(2012) encontraron que al exponer MDMs a particulas de escape de diesel (DEP,
por sus siglas en inglés) se reduce la expresion de CD14 significativamente al
medirlo por citometria de flujo, similar a lo observado en este trabajo tanto en el
porcentaje de células que la expresan, como en el numero de moléculas CD14.
Dicha disminucion de CD14 puede causar una desregulacién en la senalizacion
del reconocimiento de patrones, ya que es conocida como un receptor de
reconocimiento de patrones (PRR) y un correceptor importante en el
reconocimiento de LPS, presente en muchas bacterias, en conjunto con el TLR4
(Martin & Frevert, 2005).

En segunda instancia, se observd que la expresion de CD33 disminuyo
significativamente, tanto en la cantidad de células que expresan esta molécula,
como en la cantidad de moléculas expresadas. Existen estudios en los que se
describe la capacidad inhibitoria en expansién celular, produccién de citocinas,
activacion celular e induccion de la apoptosis tanto por CD33 como por otras
moléculas de su misma familia, la cual se atribuye principalmente a sus motivos
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ITIM (Cao & Crocker, 2010). Algunos patdégenos pueden utilizar CD33 como
mecanismo de evasion de la respuesta inmune al producir su propio acido sialico,
tal como lo hace Streptococcus (Cao & Crocker, 2010). La disminucion de esta
molécula podria causar un aumento en la activacion celular, lo cual podria
conducir posteriormente a inflamacion a través de la produccion de TNFa.

La tercera molécula disminuida es CD36, una molécula importante en el
metabolismo de los acidos grasos y principalmente del colesterol, ya que funciona
como receptor de estos. En este estudio, a diferencia de las demas moléculas,
CD36 solo disminuyé significativamente en el porcentaje de las células que la
presentan. Sin embargo, es necesario el aumento del numero de muestras para
disminuir la dispersion observada en la IMF y corroborar con mayor exactitud si las
PM, 5 afectan o no la cantidad de moléculas CD36 que se expresan.

En contraste con lo observado en CD14, CD33 y CD36, la exposiciéon a PMys
causa un aumento significativo tanto en el porcentaje de células que expresan
CD206, como en el numero de moléculas expresadas. Esta molécula es
perteneciente a la familia de los receptores de lectinas tipo C, capaz de llevar a
cabo el reconocimiento de carbohidratos como la manosa, fucosa, N-acetil
glucosamina y estructuras sulfatadas (Salazar, et. al., 2015; Miller, et. al., 2008).
Un posible mecanismo por el cual las PM, 5 afectan la respuesta inmune de los
individuos, aumentando su susceptibilidad a infecciones es mediante el aumento
de este receptor, ya que se ha observado que mediante CD206 se puede llevar a
cabo el reconocimiento de microorganismos como Mycobacterium tuberculosis,
Pneumocystis jirovecii,y algunos virus, quienes producen sus propios
carbohidratos para llevar a cabo su ingreso a la célula (Miller, et. al., 2008; Taylor,
et. al.,, 2005; Miller, et. al., 2008; Op den Brouw, et. al., 2009). Ademas, se ha
observado que el aumento en la expresion de CD206 causa la disminucion de la
polarizacion de los linfocitos hacia el tipo de respuesta Ty1, encargada de la
eliminacion de patégenos (Salazar, et. al., 2016). Asumiendo que el aumento de
CD206 implica la polarizacién de los macrofagos hacia M2, podrian estar actuando
de tal manera que haya la generacion de fibrosis en el tejido y polarizacion de los
linfocitos a T2, los cuales también estan implicados en las respuestas alérgicas.

El aumento en la expresion del receptor de manosa (CD206) es significativo y se
puede correlacionar con la cantidad de particulas a las que se exponen las
células. Dicho aumento podria deberse a que las particulas utilizan esta molécula
como via de entrada, tal como lo hacen algunos microorganismos. Sin embargo, el
aumento en la expresion de CD206 puede ser causado por una desregulacion
intracelular que propicie la expresion en la membrana, ya sea a nivel de
transcripcion, traduccidon y/o moléculas que regulan su expresion. Fordham et. al.
(2015) se dieron cuenta de que existe una regulacion positiva de CD206 cuando
se aumenta la expresion de miR-24, un micro RNA que tiene como blanco la
subunidad p1108 de la proteina PI-3 cinasa, quien esta involucrada en vias de
sefalizacion de la activacion y polarizacion del macréfago.
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Es bien sabido que el TNFa es una de las principales citocinas proinflamatorias
junto a IL-1B, IL-6, IL-12, etc. y es importante para la sobrevivencia ante
patdgenos intracelulares. Sin embargo, también es capaz de regular la produccion
de otros mediadores proinflamatorios como prostaglandinas, colagenasa, IL-1 y
GM-CSF (Gémez-Reino Carnota, 2002; Pfeffer, 2003). En este trabajo se observo
un incremento de la produccidn de TNFa correlacionado a la cantidad de
particulas a las cuales se expusieron las células, lo cual podria tener relacion con
la disminucion en la expresion de CD33, pues se ha visto que la disminucion de
CD33 induce un incremento en la produccién de TNFa (Gonzalez, et. al., 2012).
En trabajos anteriores también se observa un incremento de TNFa e IL-1B, IL-6 e
IL-8 (Musah, DeJarnett & Hoyle, 2012; Cavanagh, et. al., 2009; Albright &
Goldstein, 1996; Zhao, et. al., 2016), reafirmando la accion proinflamatoria que
tiene el material particulado en el organismo. La produccion excesiva de TNFa, asi
como de otras citocinas proinflamatorias puede causar eventos de inflamacién
cronica en los tejidos y la activacion del fenotipo Ty1 por parte de los linfocitos,
llegando incluso a eventos de inmunopatogénesis.

Al observar dicho aumento de la produccion de TNFa se podria pensar que los
macrofagos presentan una polarizacién de tipo M1 (proinflamatoria). Sin embargo,
se puede ver una contradiccion en esta aseveracion, ya que el receptor de
manosa (CD206) también es un marcador de polarizacién hacia macrofagos de
tipo M2 (antiinflamatorios). Por lo tanto, para corroborar el fenotipo de los MDMs
seria necesario realizar otros ensayos que puedan ayudarnos a comprobar la
polarizacion que siguen dichos macroéfagos.

El material particulado PM, 5 tiene un efecto en la diferenciacion de los monocitos
hacia macréfagos en aspectos morfologicos y fisiolégicos. Aun quedan por
responder algunas interrogantes que surgen a partir de este trabajo, como lo son:
probar que las células que continuan viables después de la exposicion a las PM; 5
son funcionales, analizar el mecanismo de internalizacién de las particulas a la
célula (fagocitosis, endocitosis, picnocitosis, etc.), comprobar que las células que
presentan la gran cantidad de vesiculas en realidad sean macréfagos espumosos
y analizar la forma en que se convierten los MDMs en estas células, evaluar el
efecto en la respuesta inmune que es mediada por CD14 en los MDMs expuestos
a PMy 5, asi como llevar a cabo el analisis de la tolerancia inducida por CD33 en
los MDMs expuestos a PM, s, disminuir la dispersion observada en la IMF de
CD36 aumentando el tamafio de muestra, analizar el mecanismo afectado en los
MDMs expuestos a PM25s y que es el causante del aumento en la expresion de
CD206, y por ultimo, determinar la polarizacion que siguieron los MDMs expuestos
al material particulado. Para responder a dichas interrogantes aun deben hacerse
diferentes ensayos que puedan ayudarnos a esclarecer con mayor exactitud el
efecto que tiene la exposicion a particulas PM,5 en MDMs que son expuestos a
ellas durante su diferenciacion.
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9. Conclusiones

La exposicion a 5 y 10ug/mL de particulas PM, 5 durante la diferenciacion celular
de MDMs tiene efecto negativo en la expresion de CD14, CD33 y CD36, y positivo
en la expresidon de CD206 en la superficie celular, en donde funcionan como
receptores. Ademas, propician la generacidon de vacuolas en las células,
disminuyen la muerte celular y causan un aumento en la produccion de citocinas
como el TNFa.
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11. Anexos

Anexo A.

Obtencidén de Monocitos.

Se anadieron 20mL de medio RPMI 1640 suplementado con 2mM de L-glutamina
(RPMI+G, a temperatura ambiente) en tubos de polipropileno de 50mL,
posteriormente se vertieron 20mL del concentrado leucocitario obtenido del banco
de sangre para después introducir una pipeta Pasteur hasta el fondo del tubo, y
con ayuda de una pipeta de transferencia y se afadieron 10mL de solucién
separadora de linfocitos (Lymphoprep) a temperatura ambiente a través de la
pipeta Pasteur, evitando mezclar la sangre con la solucién separadora de
linfocitos.

Una vez adicionados los 10mL de solucién separadora de linfocitos a los tubos,
estos fueron centrifugados a 1200rpm (rotaciones por minuto) a temperatura
ambiente durante 45 minutos y sin freno (para no romper la diferencia de densidad
generada).

El anillo correspondiente a las células mononucleares de sangre periférica 0
PBMCs (mostrado en la figura 4) fue recuperado intentando recuperar la menor
cantidad posible de solucion separadora de linfocitos (Lymphoprep) y se transfirio
a un nuevo tubo de 50 ml.

Posteriormente se llevaron a cabo tres lavados llenando los tubos con medio
RPMI+G hasta tener un volumen de 50mL, mezclando y centrifugando por 15
minutos a 1200rpm a temperatura ambiente programando la centrifuga con freno y
a la maxima aceleracién; decantando el sobrenadante y resuspendiendo con
ayuda del Vortex después de la centrifugacion (se junté el contenido de ambos
tubos al terminar el primer lavado), esto para eliminar la solucion separadora de
linfocitos que pudo haber quedado en el tubo por error ademas de los eritrocitos.

Después del segundo lavado se hizo un conteo celular, asi como la medicion de la
viabilidad celular con ayuda de una camara de Neubauer y haciendo una dilucién
1:2 de la suspensién de células con azul tripano; esto es tomando 10uL de
suspension de células y 10uL de azul tripano, mezclandolos, poniéndolos en la
camara de Neubauer y viéndolos en el microscopio a un aumento de 40x.

Al término del tercer lavado y ya hecho el conteo celular, se resuspendieron las
células en medio RPMI+G+SH 10% (RPMI+G+10% de suero humano inactivado
por calor) suficiente como para repartir de 60 a 80 millones de células en placas
de Petri de poliestireno tratadas para cultivo celular de 100mm x 20mm y una
pequefia alicuota para un posterior ensayo de pureza (la cual fue guardada a 4°C
hasta su utilizacion).
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Posteriormente se colocaron de 60 a 80 millones de células por placa Petri y con
medio RPMI+G+SH 10% se llevo a un volumen total de 10mL por placa.

Las placas Petri fueron incubadas durante una hora a 37°C al 5% de COy; en la
incubadora también se atemperé una alicuota de medio RPMI+G (suficiente como
para hacer tres lavados de 5mL a cada placa), durante esta hora de incubacion el
objetivo fue que las células (monocitos) se adhirieran a la placa.

Posterior a la incubacion, el medio de cultivo se retird con cuidado y
posteriormente se llevaron a cabo los tres lavados, esto afiadiendo los SmL de
medio atemperado por una orilla de la placa; los lavados sirven para deshacerse
de las células no adherentes, pues las unicas que nos interesan son las células
adherentes.

Al término de los lavados a cada placa se le agregaron 5mL de PBS (Lonza,
Walkersville, MD) frio; en este punto ya no fue necesario agregarlo en una orilla,
sino que hacerlo a lo largo de la placa era mejor, pues lo que intentdbamos en
este punto era separar los monocitos de la superficie de la placa. Después de
agregarle el PBS las placas se colocaron dentro del refrigerador durante 15
minutos (aproximadamente a 4°C).

Pasados los 15 minutos las placas fueron raspadas con ayuda de un Cell Lifter
(Corning, NY, USA) para despegar las células que aun seguian adheridas; esto
poniendo el Cell Lifter en un angulo aproximado de 45° sin hacer una presion
excesiva y sin hacer movimientos hacia atras pasando el Cell Lifter por toda la
placa. La suspensiéon de células adherentes fue trasladada a un tubo de 50mL,
posteriormente se agregaron nuevamente 5mL de PBS frio y se repitio el
procedimiento en los lugares donde aun quedaban células adheridas a la placa.

Las células fueron centrifugadas a 1200rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el botén
celular con ayuda del Vortex (Vortex-genie 2, Scientific Industries Inc., USA).

Se le agregaron 10mL de medio RPMI+G+SH 10% y se llevé a cabo un conteo
celular y medicion de la viabilidad celular de la misma manera que al contar las
PBMCs.

Posteriormente, la suspension de células fue ajustada a 2x10° cél/mL.

Se colocd 1mL de la suspensién de células en 16 pozos de una placa de 24 pozos
de poliestireno de ultra baja adherencia (dejando una alicuota para una posterior
prueba de pureza, la cual fue guardada a 4°C hasta su utilizacion) como se
muestra en la figura A.
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Figura A. Representacion de la placa de 24 pozos de ultra baja adherencia. Las casillas marcadas
con “X” representan los pozos en los que fueron cultivados los monocitos; 1mL de suspension a
2x10° cél/mL

Las células fueron incubadas a 37°C al 5% de CO» durante 24 horas.

Exposicion de las células a las particulas PMy s

Se tomé un vial con particulas PM,. previamente pesadas. Se necesitd un vial con

al menos 65ug de particulas, pues se distribuyeron como se muestra en la figura
B.

1 2 3 4 5 6
A NONE | 1ug 5ug 10ug
B NONE | 1ug 5ug 10ug
C NONE | 1ug 5ug 10ug
D NONE | 1ug 5ug 10ug

Figura B. Representaciéon de la placa de 24 pozos de ultra baja adherencia en donde fueron
cultivados los monocitos. Aqui se muestra la cantidad de particulas destinadas para cada pozo en
donde se cultivaron los monocitos previamente.

Después de tomar el vial de particulas, éstas fueron esterilizadas con ayuda de un
vaso de precipitados y gasas; en el vaso se puso una gasa y sobre esta el vial de
particulas con la tapa un poco floja, y encima del vial otra gasa. El vaso de
precipitados con las particulas se introdujo en una autoclave y se llevo a cabo la
esterilizacion a 121°C a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Posterior a la esterilizacion, se hizo una suspension a Tmg/mL 6 1000ug/mL de las
particulas en medio RPMI+G+SH 10%, esto agregando un volumen equivalente al
peso de las particulas, por ejemplo: si las particulas pesan 0.2mg o 200ug se
agregaron 200ulL de medio RPMI+G+SH 10%.

Después se disgregaron las particulas por medio de agitacion con ayuda del
Vortex y el empleo de un sonicador (ULTRAsonik 28x, NEY DENTAL
INTERNATIONAL, California, EUA) durante 2 minutos.

Se preparo el volumen necesario de la suspension de particulas para llevar a cabo
la exposicion de las células colocadas en los 20 pozos de las placas de ultra baja
adherencia, teniendo en cuenta que a cada pozo le fue adicionado 1mL de la
suspension correspondiente. Las suspensiones con diferente concentracién de
particulas (10pg/mL, Sug/mL y 1 pg/mL) fueron preparadas a partir de la
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suspension original de 1mg/mL con ayuda de la ecuacion C1V41=C,V;, haciendo un
exceso de 1mL de cada suspension; después de los calculos, se requirieron 96uL
de la suspension de 1mg/mL (es por eso por lo que el peso minimo necesario de
particulas es de 0.1mg).

Posteriormente se expusieron las células de los pozos con la suspension de
particulas correspondiente siguiendo los esquemas anteriores; 1mL de suspension
correspondiente a cada pozo.

Las células fueron incubadas durante otros seis dias a 37°C al 5% de CO..
(revisando cada 2 dias el medio para comprobar que no hubiese contaminacion y
que no hubiera cambio de pH)

Prueba de Pureza vy viabilidad.

En esta prueba fue hecha en el mismo dia de la estimulacién. Ademas, se
requirieron anticuerpos acoplados a fluorocromos, los anticuerpos utilizados fueron
los siguientes:

o Sonda de viabilidad FITC (Green-Fluorescent Reactive Dye 1:10,
Invitrogen, N. Cat. L-23101)

o Anti-CD3 acoplado a PE/Cy7 (BioLegend, N. Cat. 300420)

o Anti-CD4 acoplado a APC/Cy7 (BioLegend, N. Cat. 300518)

o Anti-CD14 acoplado a PETxRed (Invitrogen, REF. MHCD1417)

Se prepararon los cocteles de anticuerpos necesarios para el panel de pureza y
los FMOs correspondientes para cada fluorocromo en tubos de fondo coénico de
0.6mL (siempre trabajando protegidos de la luz y teniendo los viales de los
anticuerpos en hielo, pues la luz puede alterar o degradar el fluorocromo al cual
esta acoplado el anticuerpo y la temperatura puede afectar al mismo anticuerpo):

» El panel de pureza fue hecho mezclando 3uL de cada anticuerpo (1uL por

cada tubo en el cual se utilizé esta mezcla mas 1uL de exceso), como se
muestra en la tabla 1.

Panel de tincion Volumen de cada Ac a mezclar
Anti CD4 - APC/Cy7 3uL
(25ug/mL)
Anti CD3 - PE/Cy7 3uL
(25 pg/mL)
Anti CD14 - PETxRed 3uL
TOTAL 9uL

Tabla 1. Cantidad de anticuerpo acoplado a fluoroforos utilizado para elaborar la mezcla
que permitio saber el porcentaje de pureza de los monocitos cultivados anteriormente.

» Los FMOs fueron preparados utilizando 3uL de cada anticuerpo marcado

[T L]

con una “x” en la tabla 2.
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CD3 CD4 CD14

PE/Cy7 APC/Cy7 PETxRed
FMO FITC X X X
FMO PE/Cy7 - X X
FMO APC/Cy7 X - X
FMO PETxRed X X -

Tabla 2. Forma de elaboracion de las mezclas utilizadas para los FMOs. Las “X” muestran los
anticuerpos anadidos a la mezcla para el FMO correspondiente, los “- “muestran los anticuerpos
que no fueron afadidos a la mezcla.

Después de preparar los cocteles de anticuerpos se etiquetaron 14 tubos de 5mL
de polipropileno de fondo redondo de la siguiente manera:

1. PBMCs Sin tincién 8. Monocitos Sin tincidon

2. PBMCs Pureza 9. Monocitos Pureza

3. PBMCs Viabilidad 10. Monocitos Viabilidad

4. PBMCs FMO CD3 11.Monocitos FMO CD3

5. PBMCs FMO CD4 12.Monocitos FMO CD4

6. PBMCs FMO CD14 13.Monocitos FMO CD14

7. PBMCs FMO Viabilidad 14.Monocitos FMO Viabilidad

Se prepararon 14mL de solucion de sonda de viabilidad; 1uL de sonda de
viabilidad (FITC, 1:10) por cada mililitro de PBS (Amortiguador de fosfatos salino).

Posteriormente se distribuyeron 200uL de las suspensiones de células en los
tubos marcados.

Luego se agreg6 a cada tubo 1mL de solucion de sonda de viabilidad, excepto a
los tubos marcados como “Sin tinciéon” y “FMO Viabilidad”, a estos ultimos
unicamente se les agregd 1mL de PBS.

Las células fueron incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente y
protegidos de la luz; esta incubacién sirve para que la sonda de viabilidad actue,
es decir, entre en las células que han perdido la permeabilidad de su membrana
(células muertas).

Posteriormente se centrifugaron las células a 1500rpm durante 5 minutos a 4°C, y
después de la centrifugacién se decantdé el sobrenadante y se resuspendid el
boton de células con ayuda del Vortex.

Después de resuspender, a cada tubo le fueron agregados 10uL de SFB (Suero
Fetal Bovino), se agité con ayuda del Vortex y se incubaron durante 5 minutos con
el objetivo de bloquear los sitios inespecificos a los cuales pudiera ser posible que
se unieran los anticuerpos acoplados a fluorocromos evitando asi un posterior
error falso positivo.

Al término de la incubacién se agregaron los cocteles de anticuerpos a los tubos
correspondientes, es decir: a los tubos marcados como “Pureza”’ se les agrego
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3uL de la mezcla correspondiente a cada tubo; a los tubos correspondientes a
“‘FMOs” se les agregd 2ulL de la mezcla correspondiente a cada tubo (excepto a
los tubos marcados como “FMO FITC?”, al cual, al igual que al tubo de “Pureza”, se
les agregaron 3uL de la mezcla de anticuerpos correspondiente).

Al término de la adicién de la mezcla de anticuerpos a sus respectivos tubos, estos
fueron incubados durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la
luz; nuevamente la incubacion sirve para que los anticuerpos se unan a sus
epitopos correspondientes.

Después de la incubacion a cada tubo se le agregé 1mL de solucidon de lavado
FACS y se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos a 4°C.

Al salir de la incubacion se decantd el sobrenadante de cada tubo y se
resuspendio el botdon de células con ayuda del Vortex, posteriormente se le
agregaron 300uL de solucién de lavado FACS a cada tubo y se agitaron.

Las células fueron guardadas hasta la adquisicion en el citdmetro de flujo (el dia
siguiente) a 4°C.

Antes de la adquisicion en el citometro de flujo fue necesario preparar tubos de
compensacion como controles del equipo, los cuales fueron preparados de la
siguiente manera:

Cinco tubos de 5mL de poliestireno de fondo redondo fueron etiquetados como se
muestra a continuacion:

Negativo
APC/Cy7
PE/Cy7
PETxRed
FITC

arON -~

A cado tubo se le agregaron 300uL de PBS y una gota de perlas de control
negativas.

Posteriormente a los tubos 2 a 5 se les agregd una gota de perlas de control
positivas.

Se les adicion6 0.2uL del fluorocromo correspondiente a cada tubo, se agitaron y
se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Al término de la incubacién se le adicion6 a cada tubo 1mL de PBS y fueron
centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos a 4°C

Después se decanto el sobrenadante de cada tubo y se resuspendieron con ayuda
del Vortex, posteriormente se les adicion6 200uL de PBS a cada tubo y fueron
adquiridos en el citometro de flujo inmediatamente.
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La adquisicidon de las células (100,000 eventos) se llevo a cabo en un citometro de
flujo BD FACSAria Fusion y su analisis se hizo con el programa BD FACSDiva.

Adquisicion de las células por medio de citometria de flujo.

Al igual que en la prueba de pureza, en esta prueba también fue necesario el
empleo de anticuerpos especificos para ciertas moléculas de superficie de las
células acoplados a fluorocromos, los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

o Sonda de viabilidad FITC (Green-Fluorescent Reactive Dye 1:10,
Invitrogen, N. Cat. L23101)

Anti-CD14 acoplado a PETxRed (Invitrogen, REF. MHCD1417)

Anti-CD16 acoplado a BV510 (BioLegend, N. Cat. 302048)

Anti-CD33 acoplado a APC (BioLegend, N. Cat. 303408)

Anti-CD36 acoplado a PE (BioLegend, N. Cat. 336206)

Anti-CD163 acoplado a PerCP/Cy5.5 (BioLegend, 333608)

Anti-CD206 acoplado a APC/Cy7 (BioLegend, N. Cat. 321120)

o Anti-CD209 acoplado a PE/Cy7 (BioLegend, N. Cat. 330114)

O O O O O O

Cabe mencionar que esta tincién se llevd a cabo después de los seis dias de
incubacion de los monocitos.

Al igual que en la prueba anterior, primero se prepararon todos los cocteles de
anticuerpos que se iban a usar, tanto para el tubo problema, como para sus FMOs
(controles) en tubos Eppendorf de 0.6mL, y trabajando siempre protegiendo los
viales de anticuerpos de la luz y manteniéndolos el mayor tiempo posible en hielo.

Las mezclas fueron hechas de la siguiente manera:

= El coctel del panel fue hecho mezclando 5uL de cada anticuerpo (1uL por
cada tubo en el que se usd este coctel mas 1uL de exceso) como se
muestra en la tabla 3.

Panel de tincion Volumen de cada Ac para
mezclar

CD14 - PETxRed 5uL

CD16 — BV510 (200ug/mL) 5uL
CD33 — APC (25 pg/mL) 5L
CD36 — PE (25 ug/mL) 5uL
CD163 — PerCP/Cy5.5 (200 pug/mL) 5uL
CD206 — APC/Cy7 (400 pg/mL) 5uL
CD209 — PE/Cy7 (50 pug/mL) 5uL
TOTAL 35 uL

Tabla 3. Cantidad de anticuerpo acoplado a fluorocromos utilizado para elaborar la mezcla que
permitid saber el porcentaje de células que expresan CD14, CD16, CD33, CD36, CD163, CD206 y
CD209, y la cantidad de dichas moléculas expresadas.
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» Los cocteles de anticuerpos para los FMOs fueron preparados mezclando
5ulL de cada anticuerpo marcado con una “+” en la tabla 4.

Ac/Fluorocromo CD14 CD16 | CD33 | CD36 CD163 CD206 | CD209

Clave Tubo PETxRed | BV510 | APC PE | PerCP/Cy5.5 | APC/Cy7 | PE/Cy7
F1 FMO FITC + + + + + + +
F2 FMO PETxRed - + + + + + +
F3 FMO BV510 + - + + + + +
F4 FMO APC + + + + + +
F5 FMO PE + + + - + + +
F6 FMO + + + + - + +

PerCP/Cy5.5

F7 FMO APC/Cy7 + + + + + - +
F8 FMO PE/Cy7 + + + + + + -

Tabla 4. Forma de elaboracion de las mezclas utilizadas para los FMOs. Las “+” muestran los
anticuerpos afiadidos a la mezcla para el FMO correspondiente, los “- “muestran los anticuerpos
que no fueron afadidos a la mezcla.

Después de haber preparado los cocteles de anticuerpos fueron etiquetados 40
tubos de 5mL de polipropileno de fondo redondo de la siguiente manera:

1. None sin tincién 24. PM5 FMO PE

2. None Panel 25. PM5 FMO PETxRed

3. None FMO FITC 26. PM5 FMO APC

4. None FMO PE 27. PM5 FMO PE/Cy7

5. None FMO PETxRed 28. PM5 FMO APC/Cy7

6. None FMO APC 29. PM5 FMO

7. None FMO PE/Cy7 PerCP/Cy5.5

8. None FMO APC/Cy7 30. PM5 FMO BV510

9. None FMO 31. PM10 sin tincién
PerCP/Cy5.5 32. PM10 Panel

10. None FMO BV510 33. PM10 FMO FITC

11. PM1 sin tincion 34. PM10 FMO PE

12. PM1 Panel 35. PM10 FMO PETxRed

13. PM1 FMO FITC 36. PM10 FMO APC

14. PM1 FMO PE 37. PM10 FMO PE/Cy7

15. PM1 FMO PETxRed 38. PM10 FMO APC/Cy7

16. PM1 FMO APC 39. PM10 FMO

17. PM1 FMO PE/Cy7 PerCP/Cy5.5

18. PM1 FMO APC/Cy7 40. PM10 FMO BV510

19. PM1 FMO

PerCP/Cy5.5
20. PM1 FMO BV510
21. PMS5 sin tincidn
22. PM5 Panel
23. PM5 FMO FITC
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Ya con los tubos etiquetados se sacaron de la incubadora las células colocadas en
la placa de ultra baja adherencia, pues las células colocadas en la placa de
adherencia normal se usaron para extraccion de mRNA.

Los sobrenadantes de los cultivos celulares fueron recolectados en tubos de fondo
redondo de polipropileno de 15mL de acuerdo con las condiciones de exposicion a
las particulas, y posteriormente se alicuotaron en 4 tubos de fondo cénico de
1.5mL (4 tubos por estimulo; 1mL en cada tubo), los cuales fueron guardados en
congelacion (-21°C) hasta su uso.

Inmediatamente después de la recuperacion de los sobrenadantes de los cultivos
se agregdé a cada pozo 1mL de PBS y con ayuda de una micropipeta se
recuperaron las células subiendo y bajando el PBS. ElI PBS con las células de
cada estimulo fue recuperado en un tubo de polipropileno para centrifuga de fondo
conico de 50mL (uno por cada estimulo; los pozos fueron revisados con ayuda del
microscopio para verificar que no hubiera células aun adheridas en el pozo, en el
caso de que aun hubiera se repiti6 el paso).

Se realizd un conteo celular con ayuda de la camara de Neubauer, revisando
también la viabilidad celular con azul tripano; esto haciendo una dilucién 1:2 de la
suspension de células y el azul tripano.

Posteriormente se centrifugaron las células colocadas en los tubos de 50mL a
1500rpm durante 10 minutos a 4°C, después se decantd el sobrenadante y se
resuspendio el boton de células con ayuda del Vortex.

La suspension de células fue ajustada a 1x10° cel/mL con PBS.

Después se etiquetaron 2 tubos de 5mL de polipropileno de fondo redondo por
cada estimulo: uno para hacer cytospin (el cual fue guardado a 4°C hasta su uso)
y otro correspondiente a los tubos “Sin Tincion” y “FMO FITC”, y en cada tubo se
separaron 0.5mL de la suspension de células correspondiente.

Posteriormente, los tubos de 50mL y el tubo de 5mL correspondiente para los
tubos “Sin Tincion” y “FMO FITC” fueron centrifugados a 1500rpm durante 5
minutos a 4°C. Mientras tanto, se prepard la sonda de viabilidad necesaria para
todas las células presentes en los tubos de 50mL; 1uL de sonda de viabilidad
(FITC) por cada mililitro de PBS, y 1mL de PBS por cada millén de células.

Al salir de la centrifugacién se decanto6 el sobrenadante y se resuspendio el botdn
celular con ayuda del Vortex.

Se vertio la sonda de viabilidad correspondiente a la cantidad de células en los
tubos de 50mL, mientras que al tubo de 5mL se le agregdé unicamente 1mL de
PBS.
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Después se incubaron los tubos durante 20 minutos a temperatura ambiente y
protegidos de la luz; esto para que la sonda de viabilidad actue y entre a las
células que perdieron la permeabilidad de su membrana.

A los tubos se les agregd soluciéon de lavado FACS en el mismo volumen
agregado de sonda de viabilidad o de PBS.

Los tubos fueron centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos a 4°C. Mientras
tanto, se adicionaron 10uL de SFB a cada uno de los 44 tubos etiquetados
previamente, esto ultimo con la intencién de bloquear los sitios inespecificos a los
cuales se pudieran unir los anticuerpos en las células.

Después de la centrifugacion se decantd el sobrenadante y se resuspendié el
boton celular con ayuda del Vortex.

Posteriormente a los tubos de 50mL se les adicionaron 2mL de solucion de lavado
FACS, mientras que al tubo de 5mL se le adicionaron unicamente 0.5mL; luego los
tubos fueron agitados para resuspender bien las células.

Teniendo ya las suspensiones celulares, estas fueron repartidas respectivamente
conforme al estimulo; 200uL de suspension celular en su respectivo tubo marcado,
teniendo cuidado de agitar el tubo después de repartir a dos o tres tubos
marcados.

Una vez repartidas las células se llevo a cabo la adicién de los anticuerpos a sus
respectivos tubos: a los tubos marcados como “Sin Tincidon” no se les agrego
ningun anticuerpo, a los tubos marcados como “Panel” se les agregaron 7uL de la
mezcla correspondiente, a los tubos marcados como “FMQO” se les agregaron 6uL
de la mezcla correspondiente de anticuerpos (en estos se extremo el cuidado para
no confundirse de coctel de anticuerpos).

Posteriormente se incubaron los tubos 20 minutos a temperatura ambiente y
protegidos de la luz, esto para que los anticuerpos se unieran a sus epitopos
correspondientes.

Una vez pasados los 20 minutos, se le agregd a cada tubo 1mL de solucién de
lavado FACS y se centrifugaron a 1500rpm por 5 minutos a 4°C.

Al salir de la centrifugacion se decantd el sobrenadante de cada tubo y se
resuspendieron las células con ayuda del Vortex.

Posteriormente se le agregaron 300uL de solucion de lavado FACS a cada tubo y
estos fueron guardados hasta la adquisicion en el citdmetro de flujo (el dia
siguiente) a 4°C y protegidos de la luz.

Antes de la adquisicidon de las muestras fue necesario la preparacion de tubos de
compensacion tal como se describidé en la “Prueba de pureza” acoplandose al
numero de anticuerpos utilizados.
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La adquisicidn de las células (100,000 eventos) se llevo a cabo en un citometro de
flujo y su analisis se hizo con el programa BD FACSDiva.

Prueba de internalizacion por microscopia.

Para este procedimiento se utilizd el tubo de 5mL de polipropileno de fondo
redondo con 0.5x10° células separado en la tincién de citometria de flujo.

La suspension celular de este tubo fue ajustada a 1.25x10° cél/mL con PBS.

Posteriormente se armaron de 3-4 camisas para citocentrifuga por condicion, asi
mismo se marcaron los portaobjetos necesarios; se requirieron que los
portaobjetos fueran cubiertos anteriormente con poli L-lisina para que se retuviera
correctamente la muestra.

Una vez armadas las camisas y marcados los portaobjetos necesarios, estos
fueron colocados en la citocentrifuga junto con un papel filtro especial entre la
camisa y el portaobjetos.

Posteriormente se colocaron 200uL de la suspension de células en las copas de
las camisas y se centrifugaron durante 2 minutos a velocidad baja (500rpm) a
temperatura ambiente.

Terminada la centrifugacion, se expusieron a los portaobjetos al aire para
posteriormente fijar la preparacion afiadiendo metanol puro en la zona de la
muestra.

Teniendo las preparaciones fijadas se llevo a cabo una tincidén de Wright: esto se
realizd cubriendo el area de la muestra con colorante de Wright durante 5 minutos,
posteriormente se agregaron unas gotas de agua desionizada durante otros 5
minutos, después se lavaron las preparaciones con agua desionizada y finalmente
se dejaron secar al aire.

Con las preparaciones ya tefiidas se llevd a cabo el montaje de cada una
afiadiendo una gota de liquido de montaje sobre la muestra y cubriéndola con un
cubreobjetos para después dejar secar el liquido de montaje; en este paso fue
necesario hacerlo con mucho cuidado de no dejar algun tipo de burbuja en el
liquido de montaje, pues esta podria intervenir en pasos posteriores.

Una vez fijadas las preparaciones, estas fueron visualizadas a través del
microscopio foténico a un aumento de 40x y 100x. Al mismo tiempo se
contabilizaron las células, tanto las que tenian presencia de particulas como las
que no las tenian llegando a un conteo total de 300 células por condicion.
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Cuantificacion de TNFa

Este ensayo se llevdo a cabo mediante un ELISA (Ensayo de Inmunoadsorcion
Ligado a Enzima) utilizando como muestra los sobrenadantes de los cultivos
celulares que fueron expuestos a particulas, asi como los que no fueron
expuestos, y preservados a -21°C, ademas, se utilizaron los siguientes
anticuerpos y moléculas:

o Anticuerpo de captura: Anticuerpo anti-TNF alfa humano (Thermo scientific,
N. Cat. M303)

Anticuerpo secundario (ENDOGEN, N. Cat. M302B)

TNFa recombinante (Endogene, STNFA-50)

Estreptavidina-fosfatasa alcalina (Jackson, N. Cat. 016-050-084)

Sustrato de fosfatasa (Sigma, N. Cat. S0942)

o O O O

En un principio se sensibilizé una placa de 96 pozos MaxiSorp de fondo plano;
esto se llevd a cabo diluyendo 1:200 el anticuerpo de captura, esto es, a 5mL de
PBS se le adicionaron 25uL de anticuerpo, posteriormente se agregaron 50ulL de
la diluciéon en cada pozo, se cubrid la placa con parafilm y se dejo incubando a 4°C
durante toda la noche.

Al dia siguiente se desecho la solucion del anticuerpo de captura de un solo
movimiento a la tarja y se lavo la placa tres veces con solucion de lavado para
ELISA llenando el pozo y secando perfectamente.

Posteriormente a cada pozo se le agregaron 100uL de Superblock, se cubrié con
parafiim la placa y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Durante esta incubacion
se sacaron las muestras a temperatura ambiente para que se descongelaran,
asimismo se prepararon las diluciones correspondientes para la curva estandar
como se muestra en la tabla 5 (la concentracion inicial del TNFo recombinante
para la curva estandar era de 5ng/mL).
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Dilucion | Concentracion | Volumen del estandar o de Volumen del diluyente
(pg/mL) la dilucion

1 1000 48uL del estandar 192mL de medio
RPMI+G+SH 10%

2 500 120mL de la dilucion 1 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

3 250 120mL de la dilucion 2 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

4 125 120mL de la dilucion 3 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

5 62.5 120mL de la dilucion 4 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

6 31.25 120mL de la solucién 5 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

7 15.625 120mL de la solucién 6 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

8 7.8125 120mL de la solucion 7 120mL de medio
RPMI+G+SH 10%

Tabla 5. En esta se muestran las concentraciones de TNFa que tienen las diluciones necesarias
para realizar la curva estandar, asi como el volumen necesario del stock de TNFa o de las
diluciones anteriores, y el volumen de diluyente necesario para llegar a la concentracion deseada
de cada dilucion.

Pasados los 30 minutos se lavo la placa nuevamente tres veces con solucion de
lavado llenando los pozos y secandolos perfectamente cada vez.

Una vez terminados los lavados se agregaron 50uL de la muestra correspondiente
a cada pozo, 50uL de los estandares de la curva y 50uL de los blancos, todos
estos por duplicado como se muestra en la figura C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11

12

A | Blanco | Blanco | Dil.7 | Dil.7 | NONE | NONE | NONE | NONE | NONE | NONE
005 005 009 009 012 012

B | RPMI RPMI Dil.8 | Dil.8 | 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
005 005 009 009 012 012

C | Dil1 Dil.1 5mg 5mg 5mg 5mg 5mg 5mg
005 005 009 009 012 012
D | Dil.2 Dil.2 10mg 10mg 10mg 10mg 10mg 10mg
005 005 009 009 012 012
E | Dil.3 Dil.3 NONE | NONE | NONE | NONE
006 006 010 010
F | Dil.4 Dil.4 1mg 1mg 1mg 1mg
006 006 010 010
G | Dil.5 Dil.5 5mg 5mg 5mg 5mg
006 006 010 010
H | Dil.6 Dil.6 10mg 10mg 10mg 10mg

006 006 010 010

Figura C. Representacion del acomodo de la curva estandar y de las muestras de sobrenadante en
la placa de 96 pozos MaxiSorp de fondo plano.
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Después de colocar las muestras la placa fue cubierta con parafilm y se incub¢6 a
37°C durante 2 horas.

Pasadas las 2 horas se hicieron nuevamente tres lavados con solucion de lavado.

Después se le adicionaron 50uL de una dilucién 1:1000 de anticuerpo secundario
a cada pozo, esto es, se adicionaron 5uL de anticuerpo a 5mL de solucion de
dilucién de anticuerpos y se repartieron 50uL en cada pozo.

Posteriormente se cubri6 con parafilm y se incub6 la placa a temperatura ambiente
durante 45 minutos.

Pasada la incubacion, la placa se lavo seis veces con solucion de lavado llenando
completamente los pozos y secando muy bien en cada lavado.

Al terminar los lavados, se adicion6 la estreptavidina-fosfatasa alcalina diluida
1:2000 en solucion de dilucion de anticuerpos, esto es, 2.5ul de la estreptavidina-
fosfatasa alcalina en 5mL de solucion, y posteriormente se repartieron 50uL de la
dilucion en cada pozo.

Nuevamente se cubrié con parafilm la placa y se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

Al término de la incubacién, se lavo la placa seis veces con solucion de lavado y
posteriormente se le agregaron a cada pozo 50uL de sustrato de fosfatasa; esta
ultima solucion se preparé afiadiendo una pastilla de sustrato de fosfatasa en 5mL
de solucion amortiguadora para el sustrato de fosfatasa.

Posteriormente se esperd a que en los pozos se desarrollara el color dejando la
placa a temperatura ambiente y protegida de la luz (aproximadamente 20
minutos), después se hizo la lectura de la placa en un lector de ELISA a 405nm;
en el momento en que la lectura de los pozos con mayor concentracion de TNFa
de la curva estandar llegd a 1.4 se detuvo la reaccion afadiendo a cada pozo
50uL de solucién de NaOH al 1M.

Los resultados obtenidos fueron analizados en el programa GraphPad Prism7, en
donde se hizo una regresion lineal con los datos de la curva estandar y se
interpolaron los datos de los experimentos.
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