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Resumen:

Cada vez que respiramos introducimos ademas de aire, los elementos
particulados que estén suspendidos en el. En la actualidad se estan utilizando en
las diferentes industrias materiales con dimensiones nanometricas. En México el
principal nanomaterial utilizado es el TiO2. Las personas mas expuestas a él, son
las que laboralmente manipulan el TiO2 como nanoparticula. En el presente
trabajo, se evaluaron los efectos inducidos por NPs-TiO2 en la comunicacion
celular (epitelio-endotelio). Para ello se desarrollo un modelo “in vitro” que semejo
la interface alveolo-capilar. Se evaluaron la adhesion celular, liberacion de
factores proinflamatorios como citocinas, TNF-a, IL-13, IL-6, la quimiocina IL-8, y
oxido nitrico y la expresién de moléculas de adhesion. Encontramos que las NPs-
TiO2 (concentracion de 10 pg/cm?) activaron a las células endoteliales, a través
de las epiteliales. Lo que indujo un incremento significativo de la expresion de
moléculas de adhesion y la adhesion de monocitos en las células endoteliales. La
produccion de oxido nitrico incremento significativamente y la liberacion de TNF-
a. Con estos resultados podemos decir que el TiO2 como nanoparticula, al estar
presente provoca la liberacion y expresion de elementos proinflamatorios y
adhesion de monocitos a las células endotelial. Esta activacion endotelial implica,
abrir paso a los linfocitos pero al mismo tiempo, abrimos paso a la nanoparticula
de TiO2, que puede entrar a la circulacion sanguinea y viajar a los 6rganos
internos de las personas expuestas al titanio como nanomaterial, causando

problemas de salud.




ABSTRACT

Every time we breathe we introduce air and particulates that are suspend in it.
Nowadays industries are using different materials with nanometer size. In Mexico
the main nanomaterial used is TiO,. People exposed to TIO, are principally
workers with direct contact to mentioned nanomaterial. In this study, we evaluated
the effects induced by NPs-TiO; in cell communication (epithelial and endothelial).
We developed an “in vitro” model which resembles the alveolar-capilar interface.
We assessed cell adhesion, release of proinflamamatory factors such as cytokines,
TNF-a, IL-1B, IL-6, chemokine IL-8, nitric oxide and the expression of adhesion
molecules. We found that NPs-TiO, (10ug/cm? concentration) activated endothelial
cells through epithelial cells, which induced a significant increase in the expression
of adhesion molecules and adhesion of monocytes in endothelial cells. The
production of nitric oxide and release of TNF-a increased significantly. These
results comprobe that when TiO2 nanoparticles are present they cause the release
and expression of proinflammatory elements and adhesion of monocytes to
endothelial cells. The observed endothelial activation suggest that this procdess
could open the way to lymphocytes but simultaneously to the TiO2 nanoparticles
that can enter the bloodstream and travel to internal organs of people exposed to

titanium nanomaterial causing serious health problems.
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INTRODUCCION:

Comunicacion celular:

Uno de los procesos fundamentales para la vida es la respiracién (1, 2). El aparato
respiratorio lo componen los pulmones y una serie de vias aéreas que se
ramifican en conductos de calibre cada vez menor, hasta llegar a formar los
espacios aéreos mas pequefos de este sistema, los alveolos, formados por
células epiteliales (neumocitos tipo | y Il) ( 2 ). En el aparato respiratorio se llevan
a cabo tres funciones principales, conduccion del aire, filtracion de este aire y el
intercambio de gases (la respiracion) que se lleva a cabo en los alveolos. De esta
manera, las células epiteliales - alveolo pulmonares se comunican estrechamente
con el ambiente externo y con el ambiente interno lo hacen, a través de las
células endoteliales de los capilares, realizando el intercambio de gases (3). En la
respiracion, no solo introducimos aire aspirado, también pueden ingresan otros
elementos presentes en el ambiente. Dependiendo del lugar en el que vivimos o
desarrollemos nuestra actividad laboral, el aire, pueden contener polen, virus,
bacterias o material particulado de diferentes tamarnos, formas o composicion
(4, 5) El material particulado que llegar al alveolo, es un material de dimensiones
pequefas, aproximadamente de 1um o menos. Este material particulado al
depositase pueden interfieren con el flujo de aire y obstruir las vias respiratorias,
por lo que para mantener el mismo flujo de aire, es necesario eliminarlas. El
material particulado extrafio, es reconocido por los receptores membranales de
las células epiteliales alveolares y desencadena la intercomunicacién entre la

célula epitelial alveolar afectada (activada) y la endotelial capilar, que al activarse
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libera también diferentes factores pro-inflamatorios como las citocinas, entre las
que destaca el TNF-q, las interleucinas (como la IL-1, IL-6), las quimiocinas (como
la IL-8), la liberacion de oxido nitrico, entre otros, que contribuye en la
permeabilidad vascular y el ingreso de linfocitos al lugar en donde se encuentra el
material particulado extrafo para eliminarlo (inflamacién) (6,7). La eliminacién del
material particulado se ve afectado por diferentes factores como serian, un
problema pulmonar preexistente, la exposicion cronica al material particulado, o
bien el tipo de material al que estemos expuestos. En la actualidad con el
desarrollo nanotecnoldgico, las diferentes industrias estan utilizando los
materiales con tamafos cada vez menores (en nandmetros), con lo cual cambian
las propiedades fisicoquimicas de estos materiales (como lo es el TiO2) y la
manera de como se interrelacionan los organismos vivos con estos nuevos
materiales nanometricos todavia no estd muy clara debido a los resultados

controversiales de la toxicidad del TiO2 como nanomaterial (8, 9).

Células epiteliales:

Esta comunicacion, se realiza en la superficie epitelial del alveolo y en el endotelio
de capilares y arterias a través de la interface alveolo-capilar (10, 11), que es en
donde se realiza el intercambio de gases. (4,9, 10). La barrera entre el aire y la
sangre se reduce a un fino espacio de 2.2-um, en el cual se realiza un
intercambio de gases eficiente (11, 9). Para ello existen en cada pulmén de una

persona adulta entre 250 y 300 millones de alveolos, la extension de sus
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superficie interna es de alrededor de 75 m? la dimensién aproximada de una
cancha de tenis. Cada vez que respiramos inhalamos aproximadamente 80 litros
de aire (4, 5), en cada respiracion introducimos aire aspirado y un gran numero
de particulas aerotransportadas, gases toxicos, y microorganismos (22, 4, 9,10).
Numerosos estudios epidemioldgicos sobre la exposicion a materiales
particulados (de 2.5 ym y de 10 ym), han mostrado que al ser inhalado este
material queda depositado a lo largo de las vias respiratorias y que dependiendo
del tamafo de las particulas, estas quedaran atrapadas en diferentes niveles del
aparato respiratorio (5,6, 10, 2). Lo que implica que entre mas pequefia es la
particula, esta tendra la posibilidad de ingresar a lugares mas internos de las vias
aéreas como lo es el sistema alveolo-capilar (Fig1) (12). Las células epiteliales
del alveolo, ademas de facilitar la difusion de los gases son particularmente
susceptibles a infecciones y a la exposicion continua de particulas que han
llegado hasta ellas. Para su eliminacion produce una respuesta inflamatoria, la
cual inicia con el reconocimiento de los elementos extrafios que llegaron hasta

las células epiteliales alveolares y la produccion de citocinas proinflamatorias.
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figura 1. Se observa (a) el aparato respiratorio. (b) Alveolos y la relacion tan estrecha (c)
entre el alveolo pulmonar y los capilares pulmonares.

Células endoteliales

Otra de las estirpes celulares que juega un papel clave en la comunicacion
alveolo-capilar y el desarrollo de la respuesta inflamatoria es el endotelio capilar
pulmonar (10). Anteriormente se le consideraba como una barrera fisica que
separaba la sangre de los tejidos subyacentes, pero ahora se sabe que es un
organo altamente especializado y metabdlicamente muy activo. Desempefia un
papel importante en el mantenimiento del tono, la permeabilidad vascular, el
trafico de los leucocitos y la modulacién de la homeostasis (8,11, 12 ). Las células
endoteliales participan en todas las fases de la inflamacién; Sus propiedades

funcionales cambian en respuesta a estimulos inducidos por la activacién
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endotelial, como lo es la presencia de estimulos pros inflamatorios como la IL-1 y
el TNF-a (13, 14, 15 1.1). ) Ambas son producidas por macrofagos alveolares
activados, asi como por las propias células endoteliales, estimulando la
produccién de otras citocinas entre las que se incluyen la IL-6, IL-8. Produce
mediadores de la vasodilatacion como 6xido nitrico (NO) que mantiene y amplifica
la respuesta inflamatoria (7,16), lo que induce la expresibn de moléculas de

adhesion (17) y facilitan la adherencia y transmigracion de los leucocitos.

Inflamacion:

El proceso de inflamacion inicia con una cascada de sefializacion intracelular. Se
activa el factor de transcripcion nuclear (NF-KB), se trasloca al nucleo celular,
donde se inicia la transcripcion de citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Posterior a la sintesis de TNF-a, aparece la
citocina pro-inflamatoria, la interleucina (IL) 1B, que es liberada por el monocito o
macrofago (19, 18). La tercera citocina en aparecer es la interleucina 6 (IL-6), que
la producen numerosas células como son los macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos y células musculares lisas (20,12). La IL-6, es la principal citocina
mediadora de la sintesis de las proteinas de fase aguda de inflamacién. La
sintesis y liberacion de las citocinas anteriores induce la participacion de otras
citocinas como la quimiocina interleucina 8 (IL-8), importante factor quimiotactico
y activador de los leucocitos, movilizandolo a zonas de dafo, para permitir la

salida de linfocitos a través de la pared vascular. La IL-8 puede ser producida por

15



células endoteliales, fibroblastos, células epiteliales, neutrofilos, etc. Ademas se
incrementa la produccion de oOxido nitrico (NO), que mantiene y amplifica la
respuesta inflamatoria (16), Gran parte de estos elementos ejercen una
retroalimentacién (feed-back), positiva sobre la actividad del NF-kB. Estos son
reguladores proteicos clave de la respuesta inflamatoria. Asi la membrana

vascular endotelial al ser activada expresa las moléculas de adhesion

La respuesta inflamatoria debida a la inhalacion continua de material particulado
a nivel laboral, provoca problemas graves de salud, los cuales son mas severos

en personas susceptibles o con enfermedades pulmonares preexistentes

Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion son proteinas de superficie celular que participan en
la unién de células (12). Algunas citocinas inducen y regulan la expresion de las
moléculas de adhesion en las células endoteliales y de su expresion depende la
adhesion de monocitos a células endoteliales (21). Evento inicial en el proceso
de inflamacion (22). La adhesion de los linfocitos a las célula endotelial capilar
es basica en la defensa del huésped y en el mantenimiento de la integridad

vascular (11).

En la primera fase de adhesién, participa la  selectina-P, la cual se encuentra
preformada en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en los
granulos alfa de las plaquetas. (13, 23) Esta selectina actua en la primera fase de

adherencia la cual determinan la velocidad del rodamiento de los leucocitos
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circulantes los cuales se anclan a las selectinas expresadas en el endotelio
vascular activado y si bien esta union es relativamente laxa, esta es suficiente
para funcionar como un freno que desacelera el rodamiento de los leucocitos

sobre la célula endotelial (13).

En la segunda fase la Selectina-E, se expresa en las células endoteliales después
de su activacion por citocinas, principalmente IL-18 y TNF-a, que promueven la
adhesion de neutrofilos, monocitos y eosinodfilos al endotelio (23,14). Luego de
esta unién se separan totalmente o se unen mas como resultado de la accion de
las integrinas u otros CAMS. Los principales ligandos de las integrinas son los
ICAM-1, ICAM-2 y el VCAM-1 que son las moléculas de expresion endotelial. Las
integrinas son fundamentales en la segunda y tercera fase de adherencia de los
leucocitos al endotelio; durante la segunda fase por accion de la citocina IL-8, las
integrinas se incrementan en los neutrdfilos (24) lo que causa cambios
conformacionales en las integrinas leucocitarias. Entonces, durante la fase de
rodamiento; los leucocitos son activados por quimio atrayentes que ocasionan

gran afinidad entre las integrinas y el endotelio activado

En la tercera fase, se presenta la interaccion de las integrinas activadas con sus
contra receptores endoteliales (ICAM-1, VCAM-1) ocasionando la adhesién firme
de los monocitos al endotelio (20,24). Los niveles de expresién de las moléculas
ICAM-1 se pueden aumentar y regular por varias citocinas. Se encuentra
aumentado en la inflamacion y facilitar el paso de leucocitos del espacio vascular

donde, la molécula VCAM-1 se expresa en las células endoteliales activadas por
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mediadores de la inflamacion y su interaccion con la integrina constituye un
segundo mecanismo de adhesion de los linfocitos con el endotelio. Las PECAM-1
aumentan la fuerza de union de las integrinas leucocitarias, ademas, regula la
penetracion de los leucocitos a través de la membrana basal endotelial y asiste el
paso de neutrdéfilos y otros leucocitos a los tejidos extravasculares. (20, 24) Por lo
tanto al presentarse un proceso de inflamacion, la barrera endotelial se vuelve

mas permisiva para los intercambios del transporte de sustancias y moléculas

(fig.2) (11).

De esta manera, la célula endotelial activada responde con un proceso
inflamatorio para eliminar el material nanoparticulado extraino que logro penetrar

hasta el epitelio alveolar pulmonar.

Fig 2.- Se muestra la activacion endotelial. La expresion de moleculas de ahesion y el
rodamiento Ide los monocitos y su anclaje.

18



NANOPARTICULAS:

La inhalacion continua de material particulado a nivel laboral, presenta graves
riesgo a la salud, los cuales inician con una respuesta inflamatoria, para eliminar
el material particulado (25). Si esta particula no es eliminada podria desarrollar o
incrementar alguna enfermedad pulmonar grave (25, 26). Como la que desarrollan
los mineros que extraen carbdén o silice. El Tio2, es un material que no se
encuentra libre en la naturaleza y que requiere de un proceso de extraccion, y a
nivel industrial tiene diferentes usos (27,28). Actualmente el desarrollo
nanotecnolégico ha mejorado el uso del TiO2 debido a que ha encontrado
nuevas caracteristicas del titanio a nivel nanométrico mejorado su utilidad (29).
De esta manera se ha incrementado el consumo del TiO2 a nivel manomeétrico, y

por lo tanto las personas expuestas a su extraccion y reduccion (29).

Didxido de Titanio:

El diéxido de titanio es una de las sustancias quimicas mas blancas que existen
en la naturaleza (31). Esta presente en varias formas: rutilo (tetragonal), anatasa
(octaédrico) y brookita (ortorrombico). El TiO, es utilizado en diversas industrias.
Se usa en la elaboracién de pinturas y recubrimientos, (para darle color a
juguetes, aparatos electronicos, automoviles, muebles, papeles, etc) (31).
También se utiliza en la elaboracion de fibras sintéticas (32). En la industria

ceramica y en la elaboracion del cemento blanco.. En la industria cosmética se
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emplea en la elaboracion de mas de 500 productos, (cremas de belleza, jabones,
filtros solares, lapices labiales, pastas dentales, agua oxigenada, tinturas de
cabello, tratamientos anti-arrugas, crema protectora de bebé, mascaras de
pestafias, base de maquillaje, aceites corporales, exfoliantes, reductores de poros,
tratamientos de estrias y celulitis, , tratamientos capilares, etc,).(32,33) En la
industria farmacéutica y en la de alimentos.se utiliza como colorante en caramelos
y dulces, helados, chicles, cremas para café, salsas para ensaladas, queso, se
usa para blanquear la leche descremada, y para dar una textura mas cremosa
etc.(33). La industria farmacéutica y cosmética marca al TiO, como: material NO-
toxico, compatible con las mucosas y la piel Existen investigaciones realizadas
en ratones que han mostrado que el diéxido como nanoparticulas, se acumulan
en diversos organos (34,). En otro estudio, al evaluar el diéxido de titanio en los
trabadores que realizan la molienda vy trituracion del rutilo, encontraron que los
trabajadores expuestos a TiO,, como particula de 10um, provocd en el 50% de
los trabajadores sintomas respiratorios graves acompafados de una reduccion
de la funcién pulmonar (35). En otro estudio se reporto que al exponer a ratas a
particulas de TiO, este produjo respuesta inflamatoria en vias aéreas (13,14 36),
y proponen que, probablemente es debido a que las particulas inclusive las
grandes como las Pm de 10 um tienen propiedades oxidantes y produce
inflamacion de vias aéreas e incrementa la permeabilidad de los espacios aéreos
(36). En estudios “in vitro”, al exponer las células U937 se observo que la
nanoparticulas de TiO,, indujo apoptosis y necrosis (37). EI cambio o reduccion

del titanio (TiO2) como nanoparticulas, implica que el tamafio nano presenta
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comportamiento y caracteristicas diferentes de la particula, por lo que al ser tan
pequefa facilita la captacion y su transito en las células epiteliales hacia la
endotelial y su probable paso a la circulacion sanguinea para llegar a diferentes

organos (38, 39)

RIESGOS:

Existen diferentes factores que influyen en la toxicidad de las particulas como:
composicion quimica, propiedades de la superficie, carga, reactividad,
revestimiento, etc. (40). Desde el punto de vista toxicolégico el tamafio es una de
las caracteristicas importantes, ya que al reducir el tamafo del titanio a
nanometros, se produce un considerable aumento del area por unidad de
superficie y un mayor numero de atomos en la superficie, lo que aumenta la
reactividad de la particula. En general, cuanto mas reactiva sea una sustancia, es
mas toxica. Esta caracteristica hace que una determinada masa de
nanomateriales en forma de nanoparticulas sea mas reactiva que la misma masa
de material en escala mayor. (41). El TiO2, al tener una mayor proporciéon de
atomos de superficie, se comportara de manera diferente.

Los estudios in vitro e in vivo han mostrado que las nanoparticulas fabricadas,
actualmente tienen un amplio uso comercial, como el zinc, el éxido de zinc, la
plata y el diéxido de titanio. Los materiales al reducirlos a nhanometros, plantean
nuevos riesgos de toxicidad (41, 42).

Las nanoparticulas podrian causar ademas patologias a largo plazo. En 2008

Ryman-Rasmussen y col. publicaron que los nanotubos de carb6on causan una
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patogenicidad similar a la del asbesto y la aparicion de mesotelioma en ratas de
laboratorio (43). Existe evidencia que las nanoparticulas de TiO2 pueden
atravesar la placenta (44, 45), lo que constituye un riesgo para los fetos en
desarrollo, debido a que la inflamacion pulmonar materna
organiza la liberacion de moléculas de sefializacion que, potencialmente,
afectan tanto a la madre y el feto. Ademas trabajos preliminar sugiere que el
sistema nervioso del feto es especialmente sensible a la exposicién de particulas
durante el embarazo (46).

Los estudios anteriores realizados en ratas y ratones, proporcionan evidencias
del poder de penetracion que tiene el TiO2 al ser inhalado como nanoparticula,
ademas del incremento del estrés oxidativo (47, 48), muerte celular y apoptosis

(49). Por lo que nos preguntamos

Si la nanoparticula de TiO2, tendra la capacidad de activar a las células
endoteliales, pero a través de la exposicion de esta nanoparticula en la célula

epitelial, como ocurria en un sistema “in vivo
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Planteamiento del problema:

La ruta mas importante de exposicion a material particulado se da en los
lugares de trabajo, ya que al momento de la inhalacion estas ingresaran al
aparato respiratorio. Aunado a esto cuando de manera laboral en el aire que
respiramos encontramos material particulado a escala nanometrica, existe la
posibilidad de que al inhalar este material, no solo se depositen a lo largo del
sistema respiratorio sino que llegue a lugares mas internos de este sistema

como es la interface —alveolo-capilar.

Una vez que esta nanoparticula ingresa a esta interface. La manera en que la
nanoparticula de TiO2, podra ser eliminada para no ocasionar problemas de salud
dependera de diferentes factores (como por ejemplo la concentracién de la
nanoparticula, el material que la compone, su toxicidad y su tamano). Si la
nanoparticula se encuentra en el entorno laboral lo mas probable es que esté
presente en el ambiente en altas concentraciones. Otro de los aspectos
importantes a destacar son las propiedades quimicas vy fisicas del material, que
al ser reducido a escala nanométrica cambian. Como lo demostré Poland y col en
el 2008 (50). Al inyectara ratones con asbesto y con muestras comerciales de
nanotubos de carbon de diferentes tamanos, en este estudio cuando examinaron
el tejido de las cavidades abdominales de los roedores, los investigadores vieron
que los nanotubos se comportaban como asbesto, provocando inflamacion y
lesiones a los tejidos. Ademas en otro estudio publicado en 2009 se reporto que
cuando se realizo la explotaciéon comercial de amianto, para la industria de la

construccién, caus6 enfermedades pulmonares graves (51, 52) que
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desencadenaron en la muerte de mas de la mitad de los trabajadores expuestos
al polvo de amianto. El comportamiento de este material condujo a la

desaparicidon de esta industria.

El principal mecanismo de accion de las nanoparticulas por inhalacién o por
vias cutanea parece ser la generacion de radicales libres y el estrés oxidativo
asociado con la reactividad de la superficie (53, 54). El estrés oxidativo asociado
con nanoparticulas de TiO2, dan como resultado procesos inflamatorios tales
como un aumento en las células polimorfo nucleares, alteracion de la fagocitosis
de macrofagos entre muchos otros. Otro estudio muestra que una unica

instilacion de TiO2 produce hiperplasia de células caliciformes (2005).

Estudios sobre TiO2 y cuarzo (55), ilustrar la compleja relacion entre la
toxicidad y las caracteristicas de las particulas, el estudio hace referencia a que
las nanoparticulas, son siempre mucho mas toxica y menciona que la exposicion
combinada incluso con fines terapéuticos estan empezando a dar vista de los
riesgo de estos nanomateriales y de la importancia de comenzar a tomar
medida de prevencion en el uso moderado y bien legislado de nanomateriales.
Por lo tanto, en términos de salud publica y ocupacional, estas investigaciones
alerta sobre la manipulacion y obtencién de materiales lo suficientemente
pequefos presentes en el aire que se inhalan en ese ambiente laboral, y que al

estar expuestos a ellos ya sea a altas concentraciones o de manera constante, a
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largo plazo el inhalar la nanoparticula de TiO2 con caracteristicas diferentes le

pueden conferir una toxicidad no explorada y no estudiada.

El uso de TiO2 como nanoparticula va en aumento. En América Latina Brasil,
cuenta con la principal reservas de TiO2, sus depdsitos naturales tienen un valor
estimado de 55 millones de toneladas. Se obtienen 80.000 toneladas de TiO2 por
ano. Sin embargo, el primer exportador de este producto es México. Las
exportaciones de TiO2 en 2010, alcanzaron los 176,6 millones de dolares (US$)
Ello implica un alza del 8,7% respecto a los registros de 2009, afio en el cual las
ventas superaron los US$161 millones. La venta de dioxido de titanio en México

presento un incremento de US$34 millones (56).

En México los trabajadores expuestos a la nanoparticula de Tio2 va en aumento

como lo reporta la revista Manufactura publicada el 13 de mayo del 2011. “ Con
una inversion de mas de 500 millones de ddélares (mdd) en su planta de Altamira,
Tam, DuPont buscara incrementar la produccion de diéxido de titanio para
posicionarse como lider global en la produccién de este material empleado como
blanqueador en casi todas las ramas industriales” (52,57). Este desarrollo a nivel
nano tecnolégico implica un incremento de la exposicién laboral de las personas

que manipulan el TiO,. Por lo que surge la necesidad de evaluar los efectos del

TiO2 como nanoparticula (NPs-TiOy).

La evaluacion in vitro de la respuesta celular es un medio eficaz para aclarar el

comportamiento de las nanoparticulas (58,59,60,61,62)
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HIPOTESIS:

Si Las células epiteliales expuestas a NPs-TiO; se activan e inducen la produccion
de citocinas proinflamatorias y ademas existe comunicacion con las células
endoteliales entonces se activaran las células endoteliales y por lo tanto se
inducira la expresion de moléculas de adhesion y con ello la adhesién de

monocitos,

Justificacion:

Diferentes estudios mencionan que dependiendo de los contaminantes que
transporte el aire, su concentracion y el tiempo de exposicion sera el grado de
dafo que presenten las personas expuestas a ellos. Existen reportes que indican
que algunas substancias presentes en el aire contaminado pueden producir
lesiones pulmonares, malformaciones congénitas y cancer (63, 64, 65, 66).
Aunado a esto el desarrollo y la demanda de productos con nanotecnologia ha
ocasionado que el TiO2 por sus caracteristicas se utilice cada vez mas en gran
variedad de productos, tanto alimenticios como médicos y cosméticos entre
muchos otros. En México cada vez existe un mayor numero de personas
expuestas a este nano material, debido a que somos el primer exportador en

Latinoamérica de TiO2, ademas como se menciono anteriormente en Tamaulipas,
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se realizd una inversidon de mas de 500 millones de dolares en nuestro pais. La
extraccion y desarrollo nanotecnoldgico del TiO2 en nuestro pais con lleva a que
cada vez exista un mayor numero de personas expuestas a nanomateriales de
TiO2 con altas concentraciones y prolongado tiempo de exposicién, al extraer o
reducir el TiO2, lo que puede causar serios trastornos a la salud. Estudios sobre
TiO2 muestran la compleja relacion entre la toxicidad y el tamafo de las
nanoparticulas, por lo que creemos que es necesario investigar el
comportamiento del TiO2 como nanomaterial al ser inhalado y llegar hasta Ila
interface alveolo-capilar y no esperarse para que después de 20 o 30 afos
muestre en las personas expuestas la toxicidad del TiO, como nano material al

presentar problemas de salud graves.

OBJETIVO GENERAL:

En un sistema de co-cultivos determinar si las NPs-TiO2, son capaces de
inducir una respuesta proinflamatoria en las células epiteliales y si esta

respuesta es capaz de activar a las células endoteliales.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Establecer un modelo de co-cultivos entre las células epiteliales (A549) y
endoteliales (HUVEC)
2.- Determinar la magnitud de adhesion de monocitos en las células endoteliales

en los co-cultivos tratados con Nps-TiO2

3.- Determinar la expresion de moléculas de adhesién en las células endoteliales,

posterior a la exposicion de las células epiteliales a NPs-TiO2.

4.- Determinar la concentracion de interleucinas de células epiteliales y

endoteliales al exponer los co-cultivos a NPs-TiO2

5.- Cuantificar la concentracién de nitritos en las células epiteliales y endoteliales

al exponerlas a las NPs-TiO2.
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METODOLOGIA
OBTENCION DE CELULAS ENDOTELIALES:

Las células endoteliales, de vena umbilical humana se obtuvieron de partos
normales y cesareas de mujeres sanas del servicio de Obstetricia de la clinica
Troncoso del IMSS. Los segmentos de cordones se transportaron en un

amortiguador de HEPES (pH 7.4 GIBCO).

Para la obtencion de células endoteliales los cordones se lavaron y
desinfectaron externamente con etanol 70%. Se localizd y canul6 la vena en
uno de los extremos con aguja roma 21fr. La aguja se fijo con una pinza
curva tipo Kelly. La vena umbilical se lavdo con HEPES, para eliminar los
restos de sangre, posterirmente se cierran los dos extremos del corddén con
cinturones plasticos, se introduce en la vena colagenasa tipo Il (0.2 mg/ml,
GIBCO) y se incub6 en bafo maria durante 20 min a 37°C. Pasado este
tiempo, las células endoteliales fueron desprendidas masajeando el cordén de
manera firme y gentil con una gasa Se dieron dos lavados con 25 ml de
HEPES, y se centrifugd a 1200 r. p. m. El botdn celular se resuspendié en 1

ml de medio 199 suplementado y se siembran (67).

CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES

Las células endoteliales, fueron cultivadas en medio 199 (GIBCO)
complementado con antibiético-antimicético (GIBCO) con 1%, L-glutamina (2 mM),

Na,COs, 1.1g, heparina en solucién 5U/ml, con 10 % de suero fetal de bovino
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(SFB GIBCO) y factor de crecimiento endotelial (Sigma) 25 yg/ml pH 7.2 (70,71).
Las células se sembraron en cajas de 25 6 75 cm? previamente tratadas con
gelatina bovina 0.02% (SIGMA). Los -cultivos se incubaron en atmoésfera
controlada con 5% de CO, a 37 °C, hasta llegar a confluencia del 80%. Las células
fueron despegadas con tripsina-EDTA (SIGMA) al 0.05 % de 2 a 3 min a 37°C,
desprendidas las células se adiciona wuna solucion de HEPES (GIBCO), se
aspiraron las células de la caja, se coloca en un tubo falcon de 15 ml y
centrifugaron nuevamente, se obtuvo un boton celular, se resuspende en 1 ml de
medio y se sembraron nuevamente en cajas tratadas con gelatina y con 7 ml de
medio complementado e incubaron nuevamente en las condiciones antes

mencionadas.

CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES A 549
La linea celular A 549 (ATCC Rokville MD)(77%), se cultivo en medio F-

12Kainghn’s (GIBCO), suplementado con SFB inactivado (GIBCO) al 10% y
antibiotico antimicotico (GIBCO) al 1%. Las células se sembraron en cajas de 25 6
75 cm? e incubaron en atmdsfera controlada con 5% de CO, a 37 °C.(73,)
Cuando llegan a confluencia del 80%, las células fueron despegadas de la caja
con tripsina-EDTA (SIGMA) al 0.05 % a 37 °C, desprendidas las células se

adiciono una solucion de verseno (GIBCO) a la caja y se aspir6 el contenido para
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depositarlo en un tubo Falcon de 15 ml, se centrifugd a 1200 r.p.m. por 5 min.

Despegadas, se resembraron para continuar su cultivo (68).

CULTIVO DE CELULAS U 937

Las células U 937, se cultivaron en medio RPMI (GIBCO), suplementado con
suero fetal bovino (SFB GIBCO) al 10% y antibiético-antimicético (GIBCO) al 1%.
Las ceélulas se sembraron en cajas petri y cada tercer dia, se aspiraron de la
caja, se colocaron en un tubo falcon de 15 ml, se centrifugaron a 1200 r.p.m. por
5 min y lavaron dos veces con 2 ml de una solucién amortiguadora de Hepes
Posteriormente se colocaron en 1 ml de medio RPMI y se resembraron en cajas

petri para continuar su cultivo (69).

COMUNICACION CELULAR: Nuevo modelo de co-cultivos “in vitro”

propuesto por el laboratorio del toxicologia ambiental del INCAN.

M

Los insertos nunc con membrana de Anopore '™, con un tamafio de poro de

0.2um y un area de cultivo de 4.9 cm, fueron los que se utilizaron para montar los

co-cultivos . Se hidraté la membrana externa del inserto con alcohol estéril por 30

seg, se retiro, y se adicionaron 300 pl de gelatina (SIGMA de bovino) al 0.02%

por 30 min. Pasados los 30 min., se retiro la gelatina teniendo cuidado de no

romper la membrana y se sembraron sobre la membrana tratada 540,000 células

endoteliales (HUVEC) contenidas en 300ul de medio 199 (complementado con

antibiético-antimicético (GIBCO) con 1%, L-glutamina (2 mM), Na,COs;, 1.1g,

heparina en solucion 5U/ml, factor de crecimiento endotelial (Sigma) 25 ug/ml pH
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7.2, sin suero fetal bovino. Se colocaron los insertos en una placa de cultivo nunc
de 6 pozos para permitir la adhesion de las células endoteliales a la membrana
externa del inserto, se incubo por 3h, en atmésfera controlada con 5% de CO; a
37 °C. Pasadas las 3 h de incubacién, tiempo en el cual se adhirieron las células
endoteliales a la membrana del inserto. Se cambio de posicion el inserto en el
pozo de la placa, se giro 180° quedando las células endoteliales adheridas a la
membrana externa del inserto hacia abajo, de tal manera que la parte basal de
las células estan adheridas a la membrana del inserto y la parte apical esta
orientada hacia el fondo del pozo de la placa, se adicionaron 2 ml de medio 199
complementado con las mismas caracteristicas anteriores (sin suero). En esa
posicion, en el inserto se sembraron en la parte interna 350,000 células
epiteliales (A549), con 2 ml de medio F 12K con antibiotico-antimicotico (GIBCO)
al 1% sin suero fetal bovino. Se incubaron por 24h en atmdsfera controlada con
5% de CO, a 37 °C. En este nuevo sistema de cultivo implementado, tenemos a
las células epiteliales y a las endoteliales, interaccionando de manera similar a un
sistema “in vivo”, en el cual se respeta la polaridad celular. Terminado el tiempo de
incubacién se cambiaron los medios de los dos tipos celulares y se expusieron las

células epiteliales y las endoteliales tanto a TNF-a (10 ng/cm? control positivo)

como a las nanoparticula de TiO2 (10ug/cm?), (70) ademas en los controles

negativos se coloco un inserto con células epiteliales y endoteliales sin exponer vy
otro inserto solo con células endoteliales, igualmente sin ninguna exposicién y se
incubaron por 24h. Terminado este tiempo se colectaron los sobrenadantes de los

dos tipos celulares (y congelaron a -70°C), se giro nuevamente el inserto 180° de
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tal manera que tenemos a las células endoteliales expuestas hacia arriba y en

esta posicion se pusieron en contacto con 300 ul células U937 (monocitos

marcados previamente con timidina tritiada) e incubaron por 3h. Pasadas las 3h de
incubacion, los insertos que contienen a las células endoteliales y a los monocitos

adheridos se lavaron con HEPES, para eliminar a los monocitos no adheridos a
las células endoteliales. Se adicionaron 500 pl de hidréxido de sodio (200 mM) a
la membrana, se dejo a temperatura ambiente toda la noche, posteriormente se
colecto y deposito en viales con 3 ml liquido de centelleo. Y se llevaron al

contador de centelleo (Pacard) a ser evaluadas. Este experimento se repitié por

triplicado.

180°

33



EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION EXPUESTAS A
TiO,

Para la expresion de moléculas, se siguieron los mismos lineamientos y
condiciones anteriores del co-cultivo. Se sembraron 540,000 células endoteliales
y 350,000 células epiteliales por inserto. Se dejaron incubar por 24h los dos
tipos celulares contenidos en el inserto, en una atmésfera controlada con 5% de
CO; a 37 °C. Después de este tiempo, se cambiaron los medios de las células

epiteliales y endoteliales y se sometieron las células epiteliales a la exposicion

de TNF-a (control positivo 10 ng/cm?) y a las nanoparticulas de TiO, (10ug/cm?)

por 24h e incubaron en una atmosfera controlada con 5% de CO; a 37 °C por
24h. Terminado el tiempo de exposicién, se colecto el medio, se lavo la
membrana externa del inserto y adiciono 1 ml de triple exprés por 5 min, con
mucho cuidado de no romper la membrana y dafar a las células. Se despegaron
de la membrana a las células endoteliales, las cuales fueron colectadas.
Posteriormente se centrifugaron a 2500 r.p.m por 5 min, se le lavaron y
resuspendieron con PBS-albumina (albumina 8 % y azida de sodio 0.02 %). Se
fracciono el contenido en 6 viales para incubarse con 2 pl de anticuerpos
monoclonales acoplados a FIT dirigidos contra las selectinas E, P, ICAM-1 vy

VCAM-1, PCAM por 1 hora en obscuridad, terminado ese tiempo se lavo y

resuspendié en 500 yl de PBS-albumina y  fueron sometidas a un analisis

citométrico, el cual se llevo a cabo con un citometro Facscalibur (BectonDikinson).
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ENSAYO DE CUANTIFICACION DE INTERLEUCINAS EN
SOBRENADANTE DE CULTIVOS CELULARES EXPUESTO A TiO,

Para la determinacién de interleucinas, se utilizaron Kits de invitrogen, para 96

pruebas, las interleucinas cuantificadas fueron interleucinas 1 ,8 y TNFa.

Se realizaron las curvas estandar de cada una de las interleucina de acuerdo al
protocolo del fabricante (71). De los sobrenadantes colectados previamente de los
experimentos anteriores de células endoteliales y epiteliales expuestos a NP-
TiO2, a TNFa y sin exposicion, se descongelaron y se afiadieron 100 pl de cada
uno de ellos en los pozos de las placas de ELISA. Se incubd la placa con los
sobrenadantes por 2 horas a temperatura ambiente, se lavd 4 veces con
amortiguador de lavado. Se agregdé el anticuerpo biotinilado en todos los pozos
con excepcion de los pozos A y B (que fueron los blancos) y se incubd por 3 h, se
lavo 4 veces con amortiguador de lavado. Se utilizé para el revelado 100ul del
cromogeno streptavidina—HRP (peroxidasa). Se incubd 30 minutos a oscuras,
tomo coloracion azul, se lavo 4 veces. Se agregaron 1000 ul de solucién de paro
a cada pozo, tomo coloracién amarilla. Y se midié la densidad optica (DO) en el

lector de placas de ELISA, a 450 nm.
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CUANTIFICACION DE NITRITOS:

La produccién del oxido nitrico se evalué a través de un método indirecto
midiendo la produccion de nitritos utilizando el reactivo de Griess (Sigma G4410-
10G).

Se descongelaron los sobrenadantes (congelados -70°C) de las células epiteliales
expuestos con TiO2 y TNF por 24 horas, y los sobrenadantes de las células
endoteliales que tuvieron comunicacion con las epiteliales expuestas tanto a TiO2
como a TNFa, también se descongelaron los sobrenadantes control, sin ninguna
exposicion.

En una placa de ELISA de 96 pozos de fondo plano (falcon) se colocaron 100 pli
de cada uno de los sobrenadantes por triplicado, se adicionaron 100ul de reactivo
de Griess (Sigma G4410-10G), se incubo en obscuridad por 15 min se midié su
absorbancia a una densidad optica de 540 nm en un lector de placas. Las
densidades opticas se evaluaron automaticamente por el lector de ELISA, segun
la curva de calibracion del lector. La concentracion de o&xido nitrico, asi
determinada, fue proporcional a la concentracion de nitritos y nitratos presentes en

las muestras (NO2-/NO3-).
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RESULTADOS:

COMUNICACION EPITELIO ENDOTELIO:

Se establecieron las condiciones para obtener un modelo de co-cultivos en el que
se respetd la polaridad .de las células epiteliales y las endoteliales. En este
nuevo modelo se obtuvo la comunicacion entre estos dos tipos celulares..

U

180°

Fig.3.- Modelo propuesto formando la interface alveolo-capilar. Se observa el giro
de 180° de las células endoteliales, para los experimentos de adhesion y
obtencion de sobrenadantes.
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Fig4d Se establecieron las condiciones para obtener un modelo de co-cultivos en
el que se respetd la polaridad celular yla comunicacion de las células epiteliales
hacia las endoteliales

Caracterizacion de las NPs-TiO2

Las nanoparticulas de diéxido de titanio utilizadas en este estudio, se
caracterizaron por microscopia electrénica de transmision (TEM) y barrido (MEB).
Se observa que forman agregados de de un tamafio de mas de 500nm (Figura A
y B). La caracterizacion se realizo en M199 suplementado con 10% de SFB. Bajo
estas condiciones el tamafo de los agregados de nanoparticulas oscilé entre 105
y 1281 nm, con una media de 421 nm. El potencial Z de las nanoparticulas fue de -
6.98 mV (Figura C). El andlisis de difracciéon de rayos X mostré que las dos
isofoprmas presentes en las NPs-TiO2 son la anatasa con un 99% vy el rutilo con
1% (Figura D).
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Fig.-5 Caracterizacion de las NPs-TiO,. Las NPs-TiO, se suspendieron en M199 suplementado con
10% de SFB y se analizaron por TEM a un aumento directo de 50000x (A) y por MEB a un
aumento de 40000x (B). El tamafo de las NPs y el potencial Z se determinaron en un Zetasizer
Nano (C). La composicion de las particulas se determind por difraccion de rayos X. (D).

ADHESION DE MONOCITOS:

Se activaron las células endoteliales, en presencia de TNF-a y NPs de TiO; en
las células epiteliales. La adhesién de los monocitos (U937) marcados con
timidina tritada fue mayor a las células endoteliales con respecto al control
positivo. La adhesién de monocitos (U937) a células endoteliales (HUVEC) fueron
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directamente proporcionales a los centelleos por minuto (CPM) evaluados en el
contador de centelleo (Pecard). Como se muestra en la figura No. 6

Los controles negativos de este modelo no tuvieron ningun tratamiento .y fueron
de dos tipos, el primero esta compuesto del co-cultivo de células endoteliales-
epiteliales y el segundo solo de células endoteliales, en ambos controles negativos
(sin tratamiento), no se observo adhesion significativa de los monocitos marcados
con timidina tritiada figura1.

ADHESION DE MONOCITOS

500
400
b
& 300
(]
°
X 200
" j
0
CONTROL | CONTROL |TNF-a TNF-a NPs-TiO2 NPs-TiO2
H+A (Huvec) (A549) Huvec) (A549) (Huvec)
M adhesion 100 119 321 269 381 277

Figura 6.- Efecto de las NPs-TiO2 en la adhesion de monocitos.- En el primer
control negativo con una adhesion de 1.0 se utilizo el nuevo modelo de co-cultivos interaccionando
células epiteliales y endoteliales. El segundo control negativo con una adhesion de 1.2 solo tiene
células endoteliales. En la tercera barra de la grafica con adhesion 3.2 el TNF a se puso en las
células epiteliales. En la cuarta barra con 2.7 el tratamiento se puso en las células endoteliales
(HUVEC). En la quinta barra se expusieron las células epiteliales a NPs-TiO2 y se observa una
adhesién de monocitos mayor que las anteriores de 3.8. En la sexta barra se expusieron a NPs-
TiO2 las células endoteliales y se obtuvo una adhesién de 2.8
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EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION TEMPRANA

Las células epiteliales expuestas a TNF-a y a NPs de TiO2, activaron a las
células endoteliales y se obtuvo la expresidon de la selectina E. La evaluacion se
hizo por citometria de flujo.

Moléculas de adhesidén temprana: Selectina E y Selectina P

En las moléculas de expresion temprana, se observa claramente que al tratar las
células epiteliales con las nanoparticulas de TiO2, a concentraciones de 10,
ug/cm? estas lograron activar a las células endoteliales, expresando moléculas
de adhesién temprana como la Selectina E, la cual presento un incremento 4
veces mayor que el control negativo y el control positivo. Lo que respecta una
expresion significativa. Con respecto a la Selectina P, no se observa una
expresion significativa de la selectina P, ya que su expresion es muy similar a la
del control positivo.

SELECTINA-E

500

400 I
300

200

100
Nl B |

CONTROL TNF-a 10ng/ml  NPs-TiO2 10 pg/ml

% de Fluorescencia

Fig.-7 . Expresion de moléculas de adhesion de las células endoteliales. El efecto de la
comunicacion de las NPs-TiO, a concentraciones de 10, pg/cm2 en las células epiteliales, se
evalué en células endoteliales. Con anticuerpos monoclonales contra Selectina E acoplados
a FIT. Y se observa un incremento 4 veces mayor que el control negativo y el positivo
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Fig8.- . Expresion de moléculas de adhesion de las células endoteliales. El efecto de la
comunicacién de las NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm2 en las células epiteliales, se
evalué en células endoteliales. Con anticuerpos monoclonales contra Selectina P
acoplados a FIT. Se observa que no existié expresion de la Selectina P.

EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION TARDIA

Se evaluo la expresion de moléculas de adhesion tardia ICAM-1, V-CAM y
P-CAM, en las células endoteliales al exponer a las células epiteliales a TNF-

a, (10ng/cm?), y a NPs de TiO2, (10ug/cm?) y se evaluo mediante el
citometro de flujo.

La expresion de ICAM-1 de las células endoteliales al exponer a las
células epiteliales a TNF-a, y a NPs de TiO2, incremento de manera
significativa con respecto al control positivo (TNF) y al control negativo

Al evaluar la expresion de VCAM-1 en las células endoteliales, se observa la
respuesta de las células endoteliales con un incremento significativo con
respecto al control negativo y Se muestra una clara activacién de las
células endoteliales y una expresiéon de esta Selectina VCAM.

Con respecto a PCAM, se observa que la respuesta de las células
endoteliales, es muy similar a la que presenta con el control positivo. Sin
embargo la expresion de esta molécula de adhesion con respecto al control
negativo presenta un aumento
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Fig9.- . Expresion de moléculas de adhesion de las células endoteliales. El efecto de la
comunicacion de las NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm2 en las células epiteliales, se
evalué en células endoteliales. Con anticuerpos monoclonales contra Selectina [-CAM-1
acoplados a FIT. Se observa que la expresion de I-CAM incremento 10 veces mas con
respecto al control negativo, pero no es mayor que la respuesta de control positivo que fue
49 veces mayor que el control negativo.

VCAM-1

150

100

50

0 — E

CONTROL TNF-a 10ng/ml NPs-TiO2 10 pg/ml

% de Fluorescencia

FiglO- . Expresién de moléculas de adhesion de las células endoteliales. El efecto de la
comunicacion de las NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm2 en las células epiteliales, se
evalué en células endoteliales. Con anticuerpos monoclonales contra Selectina V-CAM
acoplados a FIT. La expresion de V-CAM fue 13 veces mayor que el control negativo y 10
veces mayor que el control positivo

43



PECAM-1

150

100

50

% de Fluorescencia

B — 3

T

CONTROL TNF-a 10ng/ml  NPs-TiO2 10 pg/ml

Figll- . Expresion de moléculas de adhesion de las células endoteliales. El efecto de la
comunicacion de las NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm2 en las células epiteliales, se
evalué en células endoteliales. Con anticuerpos monoclonales contra Selectina PECAM-1
acoplados a FIT. Se encontré que la expresiéon de PECAM-1 es 13 veces mayor que el
control negativo. Y 3 veces menor que la respuesta de control positivo que es 16 veces
mayor que el control negativo.

RESULTADOS DETERMINACION DE NITRITOS

De los sobrenadantes de los co-cultivos de los experimentos anteriores, se midié la
concentracion de nitritos de las células epiteliales (A549) y de las endoteliales (HUVEC)
expuestas a NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm?. .Al determinar la concentracion de
nitritos se observa un incremento de estos en los sobrenadantes de las células epiteliales
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Figl2.- . Determinacion de nitritos utilizando el reactivo de Gries. La concentracion de nitritos de
las células epiteliales (A549) expuestas a NP-TiO2 presento un ncremento de 0.96 en relacion al
control positivo y en relacién al negativo de casi el doble. Las endoteliales (HUVEC), presentaron
un incremento de 0.6 con respecto al control negativo y en relacion al positivo no presentaron
ningun incremento.

DETECCION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

En los sobrenadantes de las células A549 (de los co-cultivos) y los
sobrenadantes de las células endoteliales (HUVEC), se determino la presencia de
las citocinas pro- inflamatorias. Se encontré que la concentracion de TNF-a fue
mayor en las células epiteliales (A549).y con respecto al control negativo prsentan
una diferencia significativa de liberacién de esta citocina.

Se cuantifico una liberacion de IL-1B8, pobre. La IL-6, presento casi el mismo
comportamiento en los dos tipos celulares. En la IL-8, no se logro detectar
ningun incremento de estas interleucinas proinflamatorias
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Fig. 13.- Deteccién de TNF-a. Se midi6 la concentracion de TNF-a en los sobrenadantes de las
células epiteliales encontrandose un incremento 14 veces mayor que el control negativo y en las
células endoteliales un incremento 13 veces mayor. Los sobrenadantes de las células epiteliales
expuestas a NPs-TiO,, presentaron un incremento casi 10 veces mayor con respecto al control
que TNF. Los sobrenadantes de los co-cultivos de las células
endoteliales presentaron un incremento 9 veces mayor que el control negativo pero 4 veces menor

negativo pero 4.2 veces

que TNF.
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Fig 14- DETECCION DE IL-1B. La concentracion de Interleucina 1 de 0.23 en los sobrenadantes
de los co-cultivos de las células endoteliales expuestas a NPs- TiO,, no presenta una diferencia
importante entre los controles positivo y negativo.
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Fig.15.- DETECCION DE IL6. La concentracion de Interleucina 6 de 0.2 y 0.1, en los
sobrenadantes de los co-cultivos de las células endoteliales y epiteliales expuestas a NPs- TiO,,
no presenta una diferencia importante entre los controles positivos y negativos.
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Fig.16.- Se midié la concentracion de interleucina 8 (IL-8) en los sobrenadantes de las células
epiteliales (A549) expuestas a NPs-TiO, a concentraciones de 10, ug/cm2 y en las endoteliales
en cominicacion con ellas y no se observa una respuesta significativa ni en el control positivo ( el
TNFa), ni en los sobrenadantes de las células tratadas con las nanoparticulas tratadas
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DISCUSION

Comunicacion epitelio-endotelio:

Se establecid un nuevo modelo de co-cultivos, en el cual se respeto la
orientacion de las células epiteliales y endoteliales, simulando un sistema “in
vivo” con la interaccion que tendria un epitelio alveolar y un endotelio vascular.
Esta interaccion es necesaria en un organismo vivo para el intercambio gaseoso
(11,15, 28). En este intercambio cada vez que respiramos introducimos grandes
cantidades de aéreo particulas, gases toxicos y microorganismos que pueden ser
depositados si son muy pequefios en los alveolos (13). Por lo que se han realizado
investigaciones en células epiteliales y endoteliales expuestas a diferentes
particulas como por ejemplo las del ambiente urbano (72), o ambiente laboral
minero (25,26). Sin embargo, faltan estudios de las particulas de TiO, en escala
de nano particula— Esto, debido a que es diferente la exposicion que tenga un
trabajador expuesto al TiO, como particula laboral de 10 um (25) o mas grande la
cual se quedaria en regiones de vias respiratorias altas, en donde el organismo
cuenta con un mayor numero de armas para eliminar las particulas. Pero al ser
expuesto al TiO, como nano particula, él penetra mas profundamente y por su
tamaro llega a regiones tan profundas del sistema respiratorio como serian los
alveolos, estos al no poder eliminarla por ser tan pequefia no las detecta, o bien
pueden causar un proceso inflamatorio en el cual al tratar de eliminarla la nano
particula, podria causar el efecto contrario, que la nanoparticula entre a torrente
sanguineo y viajara a otros 6rganos. Estas son interrogantes de las que no se

conocen respuestas, ni tampoco se saben los problemas que podrian causar a
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la salud de los trabajadores a largo plazo. Sin embargo, ninguno de los estudios
actuales, presenta un modelo que respete la polaridad celular y ha estudiado la
respuesta de las células endoteliales al ser activadas a través de las células
epiteliales, como ocurriria en un sistema “in vivo, al exponerla a nano-particulas
de TiO,. Por lo que el desarrollo de este modelo nos permitira, obtener una
respuesta del endotelio vascular, el cual participa activamente en el proceso de
inflamacioén, una respuesta crucial de defensa del organismo al ser expuesto a

material extrafio y tratar de eliminarlo.

Adhesion de monocitos:

. En el modelo de co-cultivos implementado. La respuesta del incremento de
adhesion de los monocitos (U937) a las células endoteliales, fue mayor cuando la
exposicion de nanoparticulas de didxido de titanio se da en las células
epiteliales, las cuales, envian sefales de eliminaciéon del material extrafio, a las
células endoteliales activandolas e incrementando la adhesion de monocitos como
sucede “normalmente”,  “in vivo”. Las moléculas de adhesién son las
responsables de la interaccion que se da entre las células endoteliales y las
células que viajan en el torrente sanguineo (21, 38), por lo que la adhesion es
importante en el trafico de células linfoides, en procesos inflamatorios y en

metastasis tumorales(15, 73). Por lo tanto el detectar la generaciéon e incremento
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de las moléculas de adhesion es de gran importancia ya que este es un fenbmeno
indispensable en la generacion de la respuesta inmune de un organismo en
donde la migracion de los monocitos hacia el sitio de inflamacién (20, 21), esta

mediado por el incremento de las moléculas de adhesion y de su expresion.

Expresion de moléculas de adhesion temprana:

Con los resultados anteriores al observar el incremento de adhesion de los
monocitos en las células endoteliales, nos propusimos evaluar que tanto se
expresaban las moléculas que estan permitiendo la adhesion de los monocitos por
lo que evaluamos tanto moléculas de adhesion temprana (selectina E y P), como

moléculas de adhesion tardia (I-CAM, V-CAM y P-CAM). Encontramos que:

1) La expresion endotelial de la Selectina P, no se detecto, probablemente
debido a que la selectina P esta implicada en etapas muy tempranas de
adhesion (11, 15,41). La selectina-P, se expresa en minutos en las células
endoteliales y posteriormente se internaliza por lo que su expresion es transitoria,
de minutos vy a las 24 horas que evaluamos su expresion en las células

endoteliales lo mas probable es que ya no estuviera activa. (74)

2) La expresion de la Selectina E, presento un incremento significativo (P= .001)
en las células endoteliales activadas probablemente por citocinas como la IL-

1beta y/o el TNFalfa las cuales son las responsables de modular la expresion de
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la selectina E, y que persiste de 24 a 48 horas (15, 23, 74). Po tal motivo al
nosotros evaluar su expresion a las 24 h de exposicion, se logro detectar de

manera muy clara el incremento de su expresion.

3) En relacion a la expresion de las moléculas de adhesién tardia, I-CAM-1, V-
CAM y P-CAM, encontramos que al exponer las células epiteliales con NPs-TiO,
en las células endoteliales, todas incrementaron la expresion de estas moléculas
de adhesiéon. Sin embargo es notable el incremento de la expresion de V-CAM,
que es 10 veces mayor que el control positivo Lo que muestra en primer lugar
una clara comunicacién de las células epiteliales a las endoteliales y en segundo
lugar activacion de V-CAM en las células endoteliales, esta expresion se
observa después de 4 horas y es maxima a las 24 h, por lo que probablemente por
eso se logro detectar una mayor respuesta de [-CAM, la cual tiene un papel
importante en la adhesion entre la célula endotelial y los monocitos , el incremento

de adhesion que se obtuvo nos indica una clara activacion endotelial. .

Determinacion de nitritos:

La concentracion de nitritos de células epiteliales (A549) y de endoteliales
(HUVEC), expuestas a nano particulas de TiO,, fue casi del doble. Sin embargo
cuando las NPs-TiO2 estan en las células epiteliales, el incremento es mayor que
el control positivo, ya que al detectarla y tratar de eliminarla, ademas de la
produccién de citocinas proinflamatorias, otra substancia importante en este

proceso es el oxido nitrico (ON). El incremento de ON en células epiteliales se ha
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detectado en el epitelio bronquial de personas asmaticas por lo que el ON se
asocia con la respuesta inflamatoria de vias aéreas. En relacion a las células
endoteliales, se reporta que el ON, incrementa dependiendo de la concentracion
de citocinas pro-inflamatorias como IL-1beta y el TNF-alfa. En un sistema “in vivo”,
la produccion de oxido nitrico del endotelio de arterias pulmonares regulan el flujo
sanguineo y el tono vascular incrementando la vasodilatacion en enfermedades

respiratorias, por lo que el ON es un mediador inflamatorio.

Por lo que al encontrar en nuestros resultados un incremento importante de ON.
La presencia del oxido nitrico, en los resultados obtenidos, es una prueba mas de
la respuesta que tienen las células epiteliales y endoteliales al exponerlas a la

nano particula de diéxido de titanio..

Deteccion de citocinas pro-inflamatorias:

La determinacién de citocinas pro-inflamatorias, en los sobrenadantes de las
células epiteliales A549, de los co-cultivos y de las células endoteliales (HUVEC),
expuestas a NPs — TiO,, nos mostro la presencia muy clara del TNF-a fue 14
veces mayor en las células epiteliales (A549) con respecto al control negativo. Se
ha mencionado que las citocinas presentan una vida media muy corta (74), por lo
que probablemente no detectamos un incremento significativo de las otras
citocinas medidas como IL-1, IL-6, IL-8, sin embargo el solo incremento de TNF-
a, en los cultivos nos habla de una activacion, tanto de las células epiteliales como
de las endoteliales ya que este esta presente en procesos pro-inflamatorios que

son el inicio de la respuesta ante un agente extrafo. Como sabemos el TNF-a es
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el elemento crucial para la inflamacion.Las funciones del TNF a van a depender
de la duracion y la cantidad de TNF a expresado. Se ha reportado que altos
niveles de TNF.-a, estan relacionados con una serie de enfermedades pulmonares

(75).

CONCLUSIONES:
1) Se establecié un novedoso modelo de co-cultivos “in vitro” respetando la
polaridad de los dos tipos celulares simulando la relacién que ocurriria en

las células epiteliales de un alveolo y endoteliales de vena

2) Se Incremento la expresion de Selectina E de expresion temprana vy

3) VCAM-1 de expresion tardia (moléculas responsables de la interaccion)

4) Se encontr6 un incremento en la concentracion de nitritos en los

sobrenadantes (en respuesta a la Np TiO2)

5) Interleucinas no se logro detectar de manera clara la expresion de estas

solo el TNF-a.
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