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Evaluacion del efecto del material particulado (PM10) sobre la expresion de
moléculas de adhesion en células epiteliales A549 y células mononucleares
de sangre periférica.

1.1 Resumen

El material particulado (PM) es un contaminante del aire, clasificado segun su rango
aerodinamico en PM10 (2.5-10 um), PM2.5 (<2.5um) y particulas ultrafinas (<0.1
pum). Este ha sido asociado con el desarrollo de multiples enfermedades
respiratorias, como la EPOC, el asma y las infecciones respiratorias, incluyendo las
causadas por virus. Ademas, a nivel molecular se han encontrado efectos
inflamatorios, como el aumento de moléculas de adhesion que facilitan la migracion
transendotelial de leucocitos y disminuciébn en aquellas encargadas del
mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial. Las alteraciones en la
expresion de las moléculas de adhesion pueden explicar los mecanismos
moleculares subyacentes al desarrollo de enfermedades que han sido asociadas
con la exposicién al PM. Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este estudio
es evaluar el efecto del PM10 sobre la expresion de moléculas de adhesion como
B-catenina en células epiteliales, e ICAM-1y VCAM-1 en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). Para esto, se realizaron estimulos con diferentes
concentraciones de PM10 en células epiteliales A549 y en PBMC, ademas, en estas
tltimas se realizé infeccién con Rhinovirus, y se evalud la expresion de moléculas
de adhesion por RT-gPCR. Los resultados indican que la expresion de B-catenina
en células A549 y VCAM-1 en PBMC frente a diferentes estimulos con PM10 no se
ve alterada significativamente. En contraste, la molécula ICAM-1 evidencié una
disminucion significativa de su expresion cuando las células fueron expuestas a
PM10 y Rhinovirus.

En conclusion, el PM10 altera la expresion de ICAM-1 expuestas a Rhinovirus y a
PM; sin embargo, parece no afectar la expresion de otras moléculas de adhesion
como [B-catenina y VCAM-1. Estos resultados contribuyen al entendimiento de los



mecanismos inducidos por la exposicion al PM, que contribuyen a la susceptibilidad

a infecciones por virus respiratorios.
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1.2 Abstract

Particulate matter (PM) is an air pollutant, which is classified according to its
aerodynamic range into PM10 (2.5-10 um), PM2.5 (<2.5 um), and ultrafine particles
(<0.1 um). It has been associated with development of multiple respiratory diseases,
such as COPD, asthma, and respiratory infections, including those caused by
viruses. In addition, at the molecular level, inflammatory effects have been found,
among which is the increase in adhesion molecules that facilitate the
transendothelial migration of leukocytes and a decrease in those responsible for
maintaining the integrity of the epithelial barrier. Alterations in the expression of
adhesion molecules may explain the molecular mechanisms underlying the
development of diseases that have been associated with exposure to PM. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of PM10 on the expression of
adhesion molecules as B-catenin in epithelial cells, and ICAM-1 and VCAM-1 in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). For this, stimuli with different
concentrations of PM10 were carried out in A549 epithelial cells and PBMC. In
addition to infection with Rhinovirus was carried out in PBMC, and the expression of
adhesion molecules was evaluated by Rt-gPCR. The results indicate that the
expression of B-catenin in A549 cells and the VCAM-1 molecule in PBMC in
response to different stimuli with PM10 was not significantly altered. In contrast, the
ICAM-1 molecule expression showed a significant decrease in cells exposed to
PM10 and Rhinovirus. In conclusion, PM10 alters the expression of ICAM-1 exposed
to Rhinovirus and PM; however, it does not appear to affect the expression of other
adhesion molecules such as B-catenin and VCAM-1. These results contribute to the
understanding the mechanisms induced by exposure to PM, which leads to

respiratory virus infections.



1.3 Introduccién

El material particulado (PM) es un contaminante del aire compuesto por gran
variedad de moléculas organicas e inorganicas tanto solidas como liquidas, el cual
es clasificado segun su rango aerodinamico en PM10 (2.5-10 um), PM2.5 (<2.5um)
y particulas ultrafinas (<0.1 pm)!. Dichas particulas causan una cantidad
considerable de efectos nocivos en los diferentes sistemas que componen el cuerpo
humano. A nivel de sistema respiratorio se puede observar un aumento en la
inflamacién 2, aumento en la susceptibilidad a infecciones respiratorias virales 3,
lesiones a nivel pulmonar 4, aumento en la incidencia, exacerbacion del asma® e
incluso generar complicaciones mayores como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) &7. Una vez estas particulas logran superar los alveolos
pulmonares, estructuras que se componen de un epitelio conformado
principalmente por neumocitos tipo |, y que son el principal sitio para la realizacion
del intercambio gaseoso hacia el endotelio capilar®, el PM llega a la circulacion,
donde puede ocasionar entonces problemas en el sistema circulatorio tales como,
infarto al miocardio, arritmias e insuficiencia cardiaca °1°. Sin embargo, las
repercusiones ante la exposicién prolongada al material particulado no se limita
Unicamente a estos dos sistemas, sino que pueden ocasionar multiples anomalias
metabdlicas 1, parto prematuro 12, aumento en la mortalidad de la poblacion 4, entre

otros.

Dentro de los diferentes efectos ocasionados por la exposicion al PM, se ha
documentado que la citotoxicidad y la produccion de radicales libres de oxigeno
(ROS) se incrementan significativamente, ocasionando ademas cambios en la
expresion de moléculas de adhesién y la produccién de citoquinas y quimioguinas
13-15 Entre las moléculas de adhesion que se ven afectadas tras la exposicion al
PM, estan moléculas que hacen parte de la barrera epitelial, algunas de estas
moléculas son: ocludina, claudina 1 y proteina ZO, las cuales pertenecen a las
uniones estrechas del epitelio'®. Ademas, para la B-catenina, molécula que hace
parte de las uniones adherentes y permite mantener la integridad de la barrera

epitelial, también se ha reportado alteracion en su expresion, en un modelo de



células epiteliales BEAS-2B; en las cuales se demostré una disminucion de la
expresion de B-catenina posterior a la exposiciéon a PM. Estos resultados sugieren
una alteracion en la integridad de la barrera epitelial inducida por el PM,
incrementando la permeabilidad y conllevando a una mayor susceptibilidad a

lesiones pulmonares e infecciones 1718,

Por otro lado, en el endotelio también se observan alteraciones posterior a la
exposicion al PM 2.5. Entre las moléculas de adhesion endotelial que se ven
alteradas por dicha exposicion estan la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-
1)%°, y la molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1)?, las cuales participan
en la union firme y en la migracion transendotelial de leucocitos. ICAM-1 actla
ademas, como receptor de entrada de algunos virus, entre los cuales se encuentra
Rhinovirus 2322, Un estudio demostré que el aumento de ICAM-1 favorecia el
aumento de la carga viral de Rhinovirus en células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) 23, lo que concuerda con los multiples estudios existentes
en la literatura que relacionan la exposicion al PM con el aumento de la

susceptibilidad a infecciones respiratorias 24-26.

La OMS reconoce a la contaminacién del aire como un factor de riesgo critico para
las enfermedades no transmisibles 27. En el Area Metropolitana del Valle de Aburra,
en el afio 2015 se calcul6 que el 12,3% (2.105) de las muertes eran atribuidas a la
contaminacion del aire urbano, lo que generé costos estimados en $2,8 billones 8.
Por otro lado, el Instituto Nacional de Salud declaré que en el afio 2016 unas 15.681
muertes ocurridas en el pais eran atribuibles a la calidad del aire 2°. En el Area
Metropolitana de Valle de Aburra los niveles de material particulado suspendidos en
la atmésfera se han convertido en una alarma local, esto debido a que para
determinadas épocas del afio se han superado las concentraciones recomendadas
por la OMS vy las establecidas por la norma Colombiana 3°-%2, lo que finalmente
resulta en una gran cantidad de problemas en la salud de dicha poblacion,

representado a su vez un aumento en los gastos en el sistema de salud.



Es importante resaltar, que la mayoria de repercusiones que trae la exposicion
prologada al material particulado, han sido estudiadas principalmente para PM2,5;
sin embargo, es

necesario esclarecer el efecto que tiene el PM10 presente en el Valle de Aburra a
nivel celular y molecular en células del tracto respiratorio y en células de la respuesta
inflamatoria. Se ha reportado que la exposicion a este afecta la viabilidad celular de
forma concentraciéon- dependiente 3 y que ademas existe una asociacion entre la
composicion del PM10 y los efectos toxicos que este ocasiona 34. Por lo anterior, es
importante estudiar las concentraciones a las cuales el PM10 presente en el Valle
de Aburrd afecta la viabilidad celular en células A549 y en PBMC, con el fin de
comprender a que concentracioén de exposicion PM las células se empiezan a ver
afectadas, y asi poder analizar el efecto que tiene el PM sobre la expresion de
ciertas moléculas de adhesion, lo que permitiria comprender el mecanismo por el
cual el PM genera los diversos efectos adversos en la salud que han sido
documentados por dicha exposicion.

1.4 Materiales y métodos

Obtencién del PM10:

La muestra de PM10 fue extraida de filtros de micro cuarzo que se encuentran
ubicados en ocho estaciones de monitoreo del Valle de Aburra. Estos filtros fueron
cortados en fragmentos de aproximadamente 1cm?y llevados a un tubo cénico de
50 mL, en el cual fueron afiadidos 40 mL de agua ultrapura estéril y fueron
mezclados por inmersion. Seguido a esto, la muestra fue sometida a un proceso de
sonicacion a 37Hz por 2 horas y 15 minutos, el contenido soluble fue filtrado
utilizando seis capas de gaza estéril y el volumen final obtenido fue sometido a
congelacion; posteriormente se realizd la liofilizacion y este fue pesado y

almacenado en viales de 1.5 mL estériles a -20°C hasta su uso.



Produccion stock viral:

Se cultivaron células HeLa en Medio Dulbecco’s Eagle Modificado (DMEM) (Sigma-
Aldrich) suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) en
botellas de cultivo, y bajo atmdsfera controlada con 5% CO:2 y una temperatura de
37°C, hasta alcanzar aproximadamente 70% de confluencia celular.
Posteriormente, se realizo la infeccion viral con 300 pL del stock viral Rhinovirus en
700uL DMEM suplementado con 2% de SFB. Luego de una hora de incubacién en
agitacion, se completo el volumen de la botella de cultivo con DMEM suplementado
al 2% de SFB y se incubd por 6 dias. Luego, el medio presente en las botellas fue
alicuotado y centrifugado a 500 g por 5min, se recuperd el sobrenadante y se
prepararon alicuotas de 300uL en viales de 1,5uL para su conservacion a -80°C

hasta su uso.

Cultivo celular:

Las células A549 (Figura 1) fueron cultivadas en DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado con 10% de SFB, en una atmdsfera controlada con 5% CO:2 y una

temperatura de 37°C.

a. b.

Figura 1: Células A549 en frasco de cultivo visualizadas en microscopio invertido,
bajo un aumento de 10X (a) y 40X (b).



Aislamiento de PBMC:

Para la obtencion de PBMC, se realizo el proceso de venopuncién recolectando la
sangre en tubos vacutainer con EDTA. Luego se diluyo la sangre con PBS en una
relacion 1:2 y se llevd a cabo la separacion por gradiente de densidad con ficoll
histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, Merck, ). Para esto, se afiadido 3 ml del reactivo y
9 ml de la dilucion de sangre en un tubo de 15 ml, y se llevo a centrifugacion, para
posteriormente extraer la fraccién que corresponde a los PBMC. Una vez se obtuvo
la fraccion celular, se realizaron tres lavados con PBS, centrifugando entre cada uno
de los lavados realizados. Finalmente, se obtuvo el botdn celular, se resuspendio
en un 1ml de RPMI y se realizé el respectivo conteo celular para su posterior
siembra. En la figura 2, se observan imagenes de células mononucleares de sangre

periférica obtenidos en el aislamiento con ficoll.

2a. 2b.




2C:

Figura 2: Coloracion Wright para PBMC obtenidos por Ficoll, vistos en microscopio
de luz en el objetivo de 40X (a y b). PBMC sembrados en platos de 24 pozos

observados bajo microscopio de luz 10X (c).
Ensayo de viabilidad:

Para evaluar el efecto del PM10 sobre la viabilidad de las células A549, se realizaron
ensayos de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
Para ello, se cultivaron las células en platos de 96 pozos de fondo plano con una
densidad celular de aproximadamente 40000 células/pozo en 100 uL de DMEM y
con un periodo de incubacion de 24 horas. Posteriormente, las células fueron
tratadas con 10, 50, 100 o 200 pg/mL de PM10, (o tritobn X-100 al 20% como control
de muerte celular) por 24 horas. Seguido a esto, se elimind el sobrenadante de los
pozos y se realizaron dos lavados con 200 puL de PBS, posteriormente, se
adicionaron 100 puL de DMEM sin suplementar y 30 pL de MTT y se incubo a 37°C
por 2 horas protegido de la luz. Pasado este tiempo se procedié a centrifugar el
plato a 2500 rpm por 10 minutos, se retiraron 80 uL del sobrenadante, y luego fueron
afadidos 130 yuL de DMSO, y consiguiente a esto, el plato fue sometido a agitaciéon
por 10 minutos. Finalmente se midié la absorbancia de las muestras a 570 nm en
un espectrofotometro. Cada condicion fue realizada por triplicado y un namero total

de 6 ensayos.



Para evaluar la viabilidad de PBMC infectados con Rhinovirus se realiz6 siguiendo
el mismo procedimiento anterior. Se utiliz6 una densidad celular de 200000
células/pozo y estimulos con Rhinovirus al 0,2 y al 2% y como control de muerte
celular se uso tritdn al 20%. El efecto de la viabilidad celular posterior a la exposicion
al PM ya ha sido observado en los resultados previos de la linea (datos sin publicar),

por lo cual no fue necesario volver a analizarlo.
Estandarizacion RT-qPCR:

Para la estandarizacion de las PCR de los genes de interés, se realizd un gradiente
de temperatura para determinar al annealing de los primers. En un principio se
plante6 evaluar 5 moléculas de adhesion, 3-catenina, ICAM-1, VCAM-1, E-selectina
y E-cadherina, sin embargo, se tuvo problemas con la estandarizacion de las
moléculas E-selectina y E-cadherina que no se muestran en el presente articulo. El

proceso de estandarizacion se puede evidenciar en el material complementario.

Evaluacion de la expresion de las moléculas de adhesion en cultivos

celulares:

Para la cuantificacion de la expresion del mMRNA B-catenina en células A549, estas
fueron cultivadas en placas de 6 pozos a una densidad de 600000 células/pozo en
2 ml de DMEM suplementado con 5 % de SFB y 1% de penicilina/estreptomicina
durante 24 horas. Posteriormente, se realiz6 cambio de medio suplementado con
2,5% de SFB y se estimularon con PM10 a una concentracion de 10 y 50 pg/mL y
se incubd en una atmosfera de 5% CO2, a una temperatura de 37°C, por otras 24

horas.

Por otra parte, el cultivo de PBMC para la medicién de las moléculas ICAM-1 y
VCAM-1, se realiz6 en placas de 24 pozos a una densidad de 500000 células/pozo
en 500 puL de RPMI (Gibco, USA) suplementado con 5% de SFB y 1% de
penicilina/estreptomicina por 24 horas. Consiguiente a dicha incubacion, las células
fueron estimuladas con los siguientes tratamientos: PM10 a una concentracion 50
pg/mL, infeccion con Rhinovirus al 0,2% y al 2%, y la combinacion del tratamiento

con PM10 junto a las respectivas dosis de Rhinovirus mencionadas anteriormente.



Es importante resaltar que las concentraciones de Rhinovirus utilizadas son

proporcionales a lo evaluado anteriormente en la viabilidad celular.
Extraccion RNA, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real:

Para la extraccion del RNA total de las células A549 se utilizo el kit Direct-zol™ RNA
MiniPrep (Zymo Research, USA) y para los PBMC se utilizo el kit One Step RNeasy
Mini Kit (Qiagen, USA). Por su parte, para la sintesis del cDNA tanto de las células
A549 como de las PBMC se utilizé el kit iScript™ cDNA Synthesis (Biorad, USA) y
se llevd a una concentracion de 200 pg/mL. Finalmente, la medicion de las
moléculas B-catenina, ICAM-1 y VCAM-1 se realiz6 mediante una RT-gPCR
utilizando SYBR Green Mastermix (Thermo Scientific, USA) y los siguientes primers:

Tabla 1. Primers para la determinacion de las moléculas de adhesion

Molécula de Secuencia del primer Temperatura Tamairio del
adhesion annealing amplicon

B-catenina 5-AAA ATG GCA GTG CGT TTA G-3’ 56°C 100pb
(Forward)
B-catenina 5-TTT GAA GGC AGT CTG TCG TA-3’
(Reverse)
ICAM-1 (Forward) 5-ATG CCC AGA CAT CTG TGT CC-3 59°C 112pb
ICAM-1 5-GGG GTC TCT ATG CCC AAC AA-3’
(Reverse)
VCAM-1 5-TCA GAT TGG AGA CTC AGT CAT GT-3’ 59°C 109pb
(Forward)
VCAM-1 5-ACT CCT CAC CTT CCC GCT C-3
(Reverse)




Analisis estadistico

Los datos se representaron y analizaron usando el software Prism 8.0 (Graph Pad
Software, CA). Todos los resultados representan al menos cinco experimentos
independientes. Se realizo la prueba de normalidad de Shapiro—Wilk. El analisis
estadistico fue realizado con pruebas no paramétricas (Kruskal Wallis y U de Mann-
Whitney), debido a la distribucion no paramétrica de los datos. La prueba de
comparacion multiple de Dunn’s se utiliz6 como prueba posterior para comparar
muestras dentro del conjunto de datos, considerando un valor de P<0,05 como

significativo.
1.5 Resultados
Efecto en la viabilidad celular del PM10 en células A549 y PBMC

La viabilidad de células A549 expuestas a PM10, fue evaluada utilizando el método
de reduccién de MTT. Las células A549 fueron expuestas a PM10 en diferentes
concentraciones por 24 horas, para lo cual se obtuvo una disminucion significativa
de la viabilidad a partir de 100 pg/ml comparado con el control positivo (triton 20%),
evidenciandose que a mayor concentraciéon de PM, menor fue la viabilidad (Fig 3a).
Ademas, la viabilidad celular fue evaluada en PBMC infectados por el Rhinovirus
por medio de la prueba de MTT, para el cual no se observé una muerte celular
estadisticamente significativa (Fig 3b)
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Figura 3: Viabilidad en células A549 expuestas a diferentes concentraciones de
PM10 (n=7)(a) y viabilidad en PBMC expuestas a Rhinovirus (n=6) (b). El analisis

estadistico se hizo por medio de la prueba Kruskal Wallis.
Expresion de B-catenina por exposicion a PM10 en células A549

La cuantificacion de la expresion de mRNA de B-catenina mediante RT-gPCR en
células A549 expuestas a concentraciones de 10 y 50 pg/ml de PM10 no mostré un

cambio estadisticamente significativo (Fig 4).
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Figura 4: Expresion de B-catenina en células A549 estimuladas con PM10 a 10
pug/mL y a 50 pg/mL. ). El analisis estadistico se hizo por medio de la prueba U de

Mann-Whitney, n= 6.
Cambios en laexpresion de ICAM-1y VCAM-1 por PM10y Rhinovirus en PBMC

La cuantificacion de la expresiéon de mRNA de ICAM-1 y VCAM-1 en PBMC fue
evaluada luego de realizar estimulos con PM10 a una concentracion de 50 pg/mly

posteriormente expuestos a Rhinovirus (0,2% y 2%).

Para la molécula ICAM-1 se observo una disminucion en la expresion del mRNA
frente las siguientes condiciones: i) estimulo viral al 0,2% y ii) PM10 + virus 2%, con

respecto al control (Fig 5a).

Por su parte, la cuantificacion en la expresién de VCAM-1 revelé un incremento en
las células que fueron tratadas con PM10 a una concentracion de 50 pg/ml, sin

embargo, este incremento no fue estadisticamente significativo (Fig 5b).
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Figura 5: Expresion de ICAM-1 (a) y VCAM-1 (b) en PBMC, en células infectadas
con Rhinovirus y expuestas a PM10. El analisis estadistico se hizo por medio de la

prueba Kruskal Wallis, n=5.

1.6 Discusién

El estudio del material particulado, incluyendo PM10 y PM 2.5 ha adquirido
relevancia en los Ultimos afios debido a que en las grandes ciudades los niveles de
contaminacion han ido en aumento. La OMS estima que nueve de cada diez
personas respira aire contaminado?’, esta problemética se ha asociado con

hospitalizaciones®® y muertes prematuras®°.

En la literatura se relata que la exposicién al PM genera un aumento de factores
mediadores de la inflamacion, tales como la PCR, citoquinas proinflamatorias y
moléculas involucradas en la transmigracion leucocitaria como lo son ICAM-1,
VCAM-1y E-selectina®. Cabe destacar que la mayoria de estudios en la actualidad,
son estudios realizados con PM2.5, debido a que por su tamafio, pueden llegar a
los bronquiolos terminales y entrar a los alvéolos. Por otro lado, el PM10 por su



tamafo se queda albergado en los pulmones y la exposicion a este se ha asociado
con enfermedades como el EPOC y el asma®~3°. Por lo anterior, es importante
direccionar los estudios hacia los efectos que puede tener la exposicién al PM10 a
nivel celular y molecular, que abarca principalmente la induccién de un perfil
inflamatorio basado en la expresion de marcadores como IL-1B3, TNF-a, COX-2,
iINOS 49, ademas se ha resaltado el incremento en el reclutamiento y adhesion de
monocitos al endotelio debido al incremento de moléculas de adhesiéon como E-

selectina e ICAM-1 41

En el presente estudio se evidencio que el PM10 recolectado en el Valle de Aburra
tiene un efecto en la viabilidad de las células del epitelio respiratorio (A549),
disminucién que se evidencia de manera dependiente de la concentracion, lo que
podria significar un dafio a nivel pulmonar#?y que a su vez podria estar ocasionando
una predisposicion a diversas patologias. Se ha reportado previamente una
disminucién en la viabilidad de células A549, expuestas al PM10 desde
concentraciones de 10 pg/ml*3. En nuestro estudio encontramos que a
concentraciones de PM10 de 100 pg/ml la disminucion de la viabilidad de las células
A549 empieza a ser estadisticamente significativa, lo que puede ser explicado
desde la composicion del mismo PM, para el cual se ha reportado que los efectos
citotoxicos pueden variar de acuerdo a las caracteristicas quimicas y organicas

presentes en este*.

Teniendo en cuenta las concentraciones a las cuales el PM10 no indujo cambios
significativos en la viabilidad celular, en el presente estudio se evalu6é en células
A549 el efecto del PM10 (50 pg/ml) en la expresion de B-catenina, para la cual no
se evidencio cambio. Esto es importante, debido a que esta molécula participa en
el proceso de adherencia célula-célula®, y podria indicar que la integridad de la
barrera epitelial no esta siendo afectada frente a estimulos con PM10; sin embargo,
es de resaltar que en la literatura se ha reportado que frente a estimulos con PM2.5
la expresion de esta molécula si se ve gradualmente afectada de acuerdo al tiempo

de exposicion®, por lo que seria pertinente evaluar en préximos estudios si el PM10



también puede generar este cambio en la expresion dependiente de tiempo de

exposicion.

La exposicion al PM también puede aumentar la susceptibilidad a infecciones
virales, por lo cual, en el presente estudio también se evalu6 el efecto de la
exposiciéon de PM10 sobre la expresién de moléculas ICAM-1y VCAM-1 en PBMC
y el efecto de la exposicidon a Rhinovirus. Los Rhinovirus son causantes del resfriado
comun, sin embargo también se han asociado con enfermedades como el asmay
la neumonia“t. Aungue estos virus infectan principalmente células epiteliales, se ha
observado que tiene la capacidad de infectar PBMC?3. Estudiar el efecto que tiene
la exposicion a PM y al Rhinovirus, podria dilucidar los procesos inflamatorios que
se desencadenan y que pueden estar implicados en el desarrollo de patologias del
tracto respiratorio. Por otro lado, se ha encontrado en pacientes con EPOC, que
posterior a la exposiciébn a combustible de biomasa, (por ejemplo lefia para cocinar)
se evidencia un dafio genémico en células sanguineas*?. Por lo cual, el estudio en
estas células, resulta clave para el entendimiento de enfermedades inflamatorias,
por consiguiente, en este estudio se decidié evaluar en estas células, la expresion
de moléculas que participan en la transmigracion leucocitaria a los tejidos. ICAM-1
es una glicoproteina transmembranal perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que facilita la transmigracién de leucocitos por el endotelio y
ademas es conocida por ser el receptor de entrada para los Rhinovirus
pertenecientes al grupo mayor. Esta molécula puede ser expresada por varios tipos
celulares y su activacion puede deberse a diferentes estimulos inflamatorios pero
también puede deberse a estrés fisico y quimico*®*°, En estudios previos, se ha
reportado el incremento en la adhesion de monocitos (U937) a células endoteliales
(HUVEC) por su exposicion tanto a PM10 como a PM2.5, esto debido a un aumento
en la expresion de moléculas como P-selectina, ICAM-1 y PCAM, en donde se
evidencio que a menor concentracion de PM, la expresion de este tipo de moléculas
es mayor*l. En contraste, en esta investigaciéon se observé que la infecciéon de
PBMC con Rhinovirus 0,2% y bajo estimulos combinados de PM10 (50 ug/ml) +
Rhinovirus 2%, la expresion de ICAM-1 fue regulada negativamente. En la literatura



se ha reportado que bajo una infeccién con Rhinovirus, cuando hay pre estimulos
de IFN-y combinado con IL-1B, TNF-qa, e IL-8 se puede disminuir la expresion de
dicha molécula®l. Ademas, este tipo de citoquinas también pueden incrementarse
por la exposicion al PM2.55-%4, siendo producidas principalmente por monocitos y
macréfagos®®. Por otra parte, se ha demostrado que tras la exposicion a PM10 por
24 horas incrementa la expresion de factor estimulante de colonias de granulocitos
y macréfagos (GM-CSF)®%8, este factor es una citoquina inducible, en la estimulacion
funcional de los granulocitos y fagocitos mononucleares maduros, esta puede ser
producida por células mononucleares como linfocitos®’. En nuestro trabajo la
expresion de ARNm se midio tras una incubacién de 72 horas, por lo cual es posible
que este factor haya cambiado el perfil de las células monociticas que aislamos en
sangre periférica y eso se haya visto reflejado en los resultados obtenidos, sobre la
regulacion negativa de ICAM-1, para el cual, otra posible explicacion seria la
liberacion y el incremento de los niveles de Oxido nitrico (NO) molécula que es
secretada por células como los macrofagos®® y la cual se ha reportado que puede
ocasionar la disminucién de expresion de ICAM-1%°. La exposicién a PM2.5 puede
ocasionar la producciéon de NO®°, que a su vez, se ve incrementado en las
infecciones virales, incluyendo la infeccién por Rhinovirus®!. Este andlisis condujo a
realizar un experimento con el fin de cuantificar el 6xido nitrico, el resultado de dicho
experimento se muestra en el material complementario. El resultado obtenido no
esta dentro de los resultados esperados, debido a que no se observa un aumento
de este compuesto en las células tratadas con PM ni infectadas con Rhinovirus,
cabe resaltar que este experimento fue limitado, debido a que por aspectos
relacionados con el tiempo, solo se pudo hacer un Unico ensayo, en el cual se
incluyeron dos individuos entre los que se observd mucha variabilidad en la
produccion de NO, por lo que se deben realizar mas experimentos con el fin de

corroborar estos datos.

VCAM-1 es una glicoproteina inducible por citoquinas, la cual se expresa
principalmente en endotelio®?; sin embargo, puede estar presente en células del

sistema inmune incluyendo macrofagos. Esta molécula cumple con la funcion de



facilitar la transmigracion leucocitaria al endotelio®3. En la literatura se ha reportado
induccion de esta molécula en el endotelio, para la cual se ha reportado induccién
tanto por citoguinas inflamatorias como por PM#%, En este estudio se quiso evaluar
si la exposicion al PM inducia la expresiéon de VCAM-1 en PBMC infectados con
Rhinovirus tras la exposicion a PM10. Evidenciamos un cambio en la expresion en
las células que solo fueron expuestas a PM10 (50 ug/ml), sin embargo, este cambio
no fue significativo, adicionalmente, no se obtuvo ningun cambio significativo en la

expresion de esta molécula en ninguna condicién evaluada.

En conclusion, en este estudio se encontré que el PM10 afecta la viabilidad de
células del epitelio respiratorio (A549). Ademas, la expresion de la molécula B-
catenina en A549 no fue modulada en las concentraciones evaluadas (10 pg/mLy
50 pg/ mL). No se evidenciaron cambios en la expresion de la molécula VCAM-1
en PBMC expuestas al PM o Rhinovirus. Por otra parte, observamos una
disminucién de la molécula ICAM- 1 bajo las condiciones de infeccién viral al 0,2%
y PM 10 (50 pg/ml) + Rhinovirus 2%.

Entre las limitaciones de este estudio, se encuentra la imposibilidad de la titulacién
del virus debido a inconvenientes en las células en donde se dio la amplificacion de
este, por lo que en este estudio la dosis viral se establece de manera temporal en
unidades de volumen tomados de una alicuota madre, la cual fue obtenida posterior
al proceso de amplificacion viral y pendiente de titulacion. Ademas, la imposibilidad
de amplificar por medio de qRT-PCR moléculas de adhesién como E-cadherina y
E-selectina, para las cuales se han reportado alteraciones por la exposicion al PM,
no permitio comprender en su totalidad como el PM10 del Valle de Aburra afecta la
expresion de otras moléculas de adhesidn, tanto las implicadas en el mantenimiento
de la integridad de la barrera epitelial y como aquellas que facilitan la transmigracién
leucocitaria. Por otra parte, otra limitacion encontrada fue la escasez de informacion
y conocimiento del estado de maduracion de los monocitos a macrofagos por la
exposicién al PM10, esclarecer este aspecto permitiria entender y estudiar con
mayor claridad los mecanismos moleculares que pueden estar generando

alteraciones tras dicha exposicion. A pesar de estas limitaciones, este estudio



permite dilucidar como el PM10 afecta las células del epitelio y de la inmunidad,
demostrando que el PM10 genera afectaciones a nivel de viabilidad celular, lo cual
podria significar un riesgo en la salud publica de los habitantes. Adicionalmente,
estos resultados permiten orientar a la comunidad cientifica del Valle de Aburra
sobre los futuros estudios que se podrian realizar con el fin de dar entendimiento
sobre los mecanismos con que el PM genera alteraciones que se ven reflejados en

problemas de salud publica.
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