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Resumen

Introduccién: La desnutricién y la contaminacién del aire causan graves problemas de salud publica a
nivel mundial, y los nifios son una de las subpoblaciones mas vulnerables. Sin embargo, los mecanismos
que vinculan estos dos estresores no han sido aln dilucidados. Investigamos el efecto de la exposicién a
cenizas residuales del petrdleo (ROFA) en la respuesta inmune pulmonar y en la vasculatura, en un mo-
delo de desnutricién crénica (DC). Métodos: Durante 4 semanas, ratas macho destetadas fueron alimen-
tadas con una dieta restringida al 20 % (DC) o ad libitum (control-C). DC y C se instilaron intranasalmente
con (1 mg/kg de peso corporal ) ROFA. 24 h después de la exposicidn. Se evaluaron en cultivo de macro-
fagos alveolares (MA): viabilidad celular, actividad fagocitica, respuesta oxidativa y citoquinas proinfla-
matorias. En la aorta toracica, se evaluaron CYP1A1, eNQS, TGFP1, canal de calcio tipo L e IL-6, IL-10 y
pardmetros contractiles. Resultados: La respuesta de MA-DC a ROFA mostré cambios en el metabolismo
oxidativo y la produccién de citoquinas que afectan sustancialmente la respuesta inmune. La exposicién
a ROFA aumentsd los niveles de CYP1A1 y TGF-B1 y disminuyé los niveles de eNOS y de canales de calcio
en la vasculatura. La capacidad contractil y la relajacién disminuyeron en ratas DC. Conclusién: En gene-
ral, los animales DC no lograron estimular la respuesta inflamatoria y desintoxicante a ROFA. Asimismo,
provocé un aumento en la resistencia vascular y una disminucién en la distensibilidad de la aorta, lo que
podria, consecuentemente, provocar episodios agudos de insuficiencia cardiovascular en escenarios de
contaminacién ambiental.

Palabras clave: contaminacién aérea, desnutricion, material particulado, macréfagos alveolares, vascu-
latura, metabolismo oxidativo, citoquinas.
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Introduction: Malnutrition and air pollution are known to cause serious public health problems worldwide,
and children are one of the most vulnerable subpopulations. However, the mechanism linking undernutri-
tion and air pollution exposure still remains unclear. The present study sought to investigate the effects
of exposure to Residual Qil Fly Ash (ROFA) both locally on lung immune response and systemically on the
vasculature, in a rat chronic undernutrition (DC) model. Methods: To achieve DC animals, male weanling rats
were fed a diet restricted by 20% compared to ad libitum intake (control-C) for 4 weeks. DC and control rats
were intranasally instilled with ROFA (1 mg/kg BW ) 24 h after exposure the animals were euthanized. Lung
alveolar macrophages (AM] were isolated by bronchoalveolar lavage, and cell viability, phagocytic activ-
ity, oxidative response and pro-inflammatory cytokine release were evaluated in cultured AM. The thoracic
aorta was also isolated, and molecular (CYP1A1, eNOS, TGFf31, Calcium channel type L and IL-6, IL-10] and
contractile parameters were evaluated. Results: DC altered AM response to ROFA by modifying oxidative me-
tabolism and cytokine production, substantially affecting immune responsiveness to air pollutants. Regard-
ing the vasculature, we showed that ROFA increased CYP1A1 and TGF-B1 levels and decreased eNOs levels
and calcium channels. The contraction and relaxation capacity of DC rats showed an important decrease.
Conclusions: In general, DC animals failed to activate the inflammatory and detoxifying response to ROFA.
Acute exposure to ROFA was followed by an increase in vascular resistance and a decrease in vessel disten-
sibility, which may in turn increase cardiovascular failure.

Key words: Air pollution, undernutrition, particulate matter, alveolar macrophages, vasculature, oxidative
metabolism, cytokines.
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Introduccién

La malnutricidn, en todas sus formas, es mundialmente
la principal causa de problemas de salud.! La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS] define la malnutricién como “las
carencias, los excesos o los desequilibrios de la ingesta de
energia y/o nutrientes de una persona” y estima que alrede-
dordel 45 % de las muertes de menores de 5 anos esta rela-
cionado con la desnutricién, en sumayoria, en los paises de
ingresos bajos y medianos.?

En nuestro pais, la malnutricién por defecto global de nu-
trientes o por insuficiencia de alimento se presenta en nifios
y adolescentes con consecuencias negativas en el creci-
miento global, desarrollando una condicién de desnutricién
crénica. Segun la dltima Encuesta Nacional de Nutricién y
Salud del Ministerio de Salud de la Nacién, la prevalencia de
la desnutricién crénica en menores de 5 afios es de 8 %, cifra
que es mas alta en poblaciones en situacién de vulnerabili-
dad social.® Patrones alimentarios inadecuados como con-
secuencia del insuficiente acceso a alimentos en cantidad
y calidad, y practicas familiares relativas a la alimentacién
saludable son responsables del deterioro del crecimiento
longitudinal y del retraso en el desarrollo puberal en nifios
y adolescentes, con importantes alteraciones metabdlicas y
neuroenddcrinas secundarias al estrés nutricional.*

En nuestro laboratorio, hemos descripto un modelo de
desnutricién crénica en ratas macho de destete, el cual re-
crea una entidad clinica observada en nifios con retraso del
crecimiento que consumen dietas deficientes en la energia
global necesaria para lograr una ganancia de peso corpo-
ral y un crecimiento longitudinal adecuados.® Este tipo de
desnutricién se manifiesta por un déficit de los indices an-
tropométricos peso/edad y talla/edad con un peso/talla e
indicadores bioquimicos de malnutricién dentro de limites
normales.® Por otra parte, varios trabajos muestran los efec-
tos de la privacién nutricional sobre la estructura y funcion
pulmonar, via de entrada principal de los contaminantes aé-
reos al organismo, sobre todo en etapas de crecimiento.”®

La contaminacién aérea en las dreas urbanas es una
problematica relevante de salud publica. La contaminacién

aérea estd compuesta por gases (C0, NOx, SOx] y material
particulado (MP] que, en su mayoria, provienen de emisio-
nes vehiculares e industriales. De acuerdo con su didmetro
aerodindmico, la OMS clasificé el MP en particulas gruesas
(2.5-10 pm), particulas finas (0,1-2,5um) y particulas ul-
trafinas (menores de 0,1 ym]), denominadas MP 10, MP 2,5
y MP 0,1, respectivamente.? Respecto de la composicién
quimica, el MP urbano generalmente presenta un nucleo
carbonoso, trazas metalicas y compuestos organicos vola-
tiles adsorbidos en su superficie: hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) y bifenilospoliclorados (PCB; reconocidos
compuestos carcinogénicos por IARC).10:11

La via principal de entrada del MP al organismo es la
inhalacién y el tracto respiratorio, mucosa respiratoria y
fagocitos pulmonares son su blanco preferencial. En los
macréfagos alveolares (MA], el MP induce la liberacion de
mediadores como especies reactivas del oxigeno (R0OS) y
del nitrégeno (NOS], interleuquinas pro y antiinflamatorias
(IL-1, IL-6, TNF-a e IL-10, respectivamente), factores mito-
génicos y quimiocinas.'?!3 En esta respuesta biolégica, se
activan caminos de sefializacion intracelular y factores de
transcripcién como NFkB y Nrf2 implicados en la respuesta
celular de tipo inflamatoria y en la regulacién de genes an-
tioxidantes (detoxificantes de fase I1).141> Si bien la inhala-
cién es el principal mecanismo por el cual ingresan los con-
taminantes aéreos al organismo, es conocido que, ademas
de los efectos pulmonares, el MP también puede provocar
efectos adversos a el nivel sistémico y en érganos a distan-
cia (corazén, vasos, higado, cerebro, etc.). Latranslocacién
de particulas ultrafinas a través de la barrera alvéolo-capilar
y/o los mediadores liberados por las células pulmonares
que pasan a circulacién tienen su primer blanco de accién
en la vasculatura. Diversos trabajos han mostrado que el
MP se asocia con mdltiples condiciones patolégicas, tales
como disfuncién endotelial, vasoconstriccion e incremento
de la presién arterial, asi como también favorece el desarro-
llo y progresion de la placa aterogénica.*®t

Adn cuando todos los habitantes de las grandes ciu-
dades se encuentran expuestos al MP aéreo, sus efectos

Tabla 1. Analisis de parametros zoométricos en animales controles (C] y animales con desnutricion crénica (DC).

Parametro Control DC

(media + EE) (media + EE)

Peso corporal (g) 253,4+7,2 144,0 + 2,9%**

Longitud corporal (cm) 21,3+0,2 18,8 £ 0,1***
Peso del fémur (g) 0,648 + 0,023 0,440 + 0,015%**
Longitud del fémur (mm) 27,05+0,15 23,73 + 12,00%**
Peso de la tibia (g) 0,420 + 0,015 0,273 + 0,013***
Longitud de la tibia (mm) 28,70+0,14 25,52 +0,13***

» Los datos se expresan como media + error estandar (EE); ***p < 0,001.
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Figura 1. Viabilidad celular de macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan la viabilidad celular evaluada por MTT de
los grupos experimentales. C, controles; DC, con desnutricién cronica;
ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricién
crénica y expuestos al material particulado. Los datos representan la
media + error estandar.

dependen no sélo de las caracteristicas fisicoquimicas de
las particulas en suspensién/contaminantes, sino también
del individuo en el cual impactan. Al respecto, los nifios, los
mayores de 65 afios y los individuos con fallas cardiorrespi-
ratorias previas son considerados subgrupos susceptibles
a sus efectos adversos. Particularmente en nifios y adultos
jévenes, la exposicién a la contaminacién aérea se asocia a
cambios en marcadores subclinicos de aterosclerosis como
la rigidez arterial y el aumento del espesor de la intima-me-
dia carotidea y puede predisponer al desarrollo temprano de
patologias cardiovasculares.'®

Los nifios son una subpoblacién de riesgo, probablemen-
te, debido a que presentan inmadurez en sus mecanismos
de defensa e inhalan un volumen mayor de aire por unidad
de peso corporal que los adultos.’® La OMS estimé que
600000 nifios murieron en 2016 por causas pulmonares
asociadas a la contaminacién atmosférica y que cerca del
93 % de los nifios y niflas del mundo respira aire con niveles
de contaminacién que ponen en grave peligro su salud y su
crecimiento.?? Sin embargo, son limitadas las referencias
sobre cédmo afecta el MP a individuos con enfermedades de
base notransmisibles, tales como las vinculadas con la mal-
nutricién.

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que
animales con desnutricién crénica (DC), expuestos en for-
ma aguda a cenizas residuales de la combustién del petré-
leo (ROFA, por sus siglas en inglés, Residual Oil Fly Ash] un
sucedaneo de la contaminacién ambiental aérea, presentan
alteraciones en pulmén, higado y corazén. En el pulmén,
se evidencié aumento del proceso inflamatorio, caracteri-
zado por el reclutamiento de células polimorfonucleares y
la reduccién del espacio alveolar. En el higado, se observé
aumento de linfocitos en el parénquima hepatico e incre-
mento del nimero de hepatocitos binucleados, pardmetro

relacionado con la regeneracién hepatica que representa
una respuesta al dafio téxico tisular iniciado por estimulos
xenobidticos o dietarios. Con respecto al corazén, la expo-
sicién a ROFA alteré el metabolismo oxidativo, que condujo
a la peroxidacién de lipidos en los animales desnutridos.’!
Estos resultados sugieren que el estado nutricional podria
jugar un papel clave en la capacidad de respuesta a los con-
taminantes del aire.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la exposicién aguda a cenizas residuales del
petréleo (ROFA) tanto localmente, en la respuesta inmune
pulmonar, como sistémicamente en la vasculatura, en un
modelo de desnutricién crénica (DC) en ratas. Para ello, se
analizaron parametros relacionados con el metabolismo
oxidativo y el proceso inflamatorio, asi como también, para-
metros moleculares y funcionales.

Materiales y Métodos
Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de destete
(21-23 dias de edad) provenientes del Bioterio Central de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires. Los animales se mantuvieron en condiciones
estandares de luz, temperatura y humedad y se alimenta-
ron con una dieta balanceada para roedores, presentada
bajo |la forma de cilindros prensados con la siguiente compo-
sicién (g/100 g): proteinas, 22,7; lipidos, 7,09; fibra, 6; Ca,
1,3; P, 0,8; cenizas, 6,5; agua, 7,96; dextrina, hasta 100g.
Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas
de la Guia para el cuidado y uso de los animales de experi-
mentacién, de acuerdo con el NIH (Res. 8023).
1- Modelo experimental de desnutricién crénica (DC)

Figura 2. Actividad fagocitica de macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan el porcentaje de fagocitosis de los gru-
pos experimentales. C, controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA,
expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricién crénica
y expuestos al material particulado. Los datos representan la media +
error estandar, *p < 0,05.
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Figura 3. Produccién de citoquinas proinflamatorias por macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan los niveles del (A) factor de necrosis tumoral (TNF-a.) y (B] interleuquina 6 (IL-6), dosados en sobrenadantes de cultivo
de macréfagos alveolares de los grupos experimentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA,
con desnutricion crénica y expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, *p < 0,05.

Al momento del destete, las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en 2 grupos segun el consumo de alimento:
control (C) y desnutrido crénico (DC). El grupo C recibid una
dieta estandar en condiciones de libre demanda, mientras
que el grupo DC recibié un 80 % de la dieta consumida por C,
durante 4 semanas.

La cantidad de comida fue corregida por el peso corporal
(ingesta de alimentos en gramos, por 100g/peso corporal
por dia). El peso corporal y la longitud fueron registrados a
lo largo de todo el experimento.

2- Recoleccidn y caracterizacién de material particulado

Las cenizas residuales de la combustién del petréleo
(ROFA) se recolectaron en la planta industrial petrolifera
de Mystic River, Everett, MA, USA y fueron donadas por el
Dr. J. Godleski, de la Escuela de Salud Publica de Harvard,
Boston, MA, USA. Estas particulas son ampliamente utiliza-
das en toxicologia ambiental como sucedaneo de la conta-
minacién ambiental aérea.?%2

ROFA fue previamente caracterizada morfolégica y qui-
micamente por microscopia electrénica de barrido y espec-
troscopia dispersiva de rayos X.2>26 Las particulas de ROFA
son morfolédgicamente heterogéneas, con trazas de meta-
les (hierro, vanadio y niquel) en su composicién.

3- Exposicién animal a ROFA: protocolo experimental
Después de 4 semanas de tratamiento dietario, los ani-
males fueron instilados intranasalmente®”?8 con ROFA (1
mg/kg de peso corporal) o con buffer fostato salino esté-
ril (PBS-vehiculo), conformando 4 subgrupos (n = 15 por
grupo]: control, ROFA, DC, DC + ROFA. La dosis de ROFA fue
seleccionada sobre la base de trabajos previos.?2426:29
La eutanasia se realizé 24 horas después de la instilacién
intranasal con una sobredosis de ketamina/xilazina. Inme-
diatamente, se realizd 1) el lavado bronquioalveolar (LBA)
a fin de obtener cultivos primarios de macréfagos alveo-

lares (MA] como modelo para los estudios in vitro y 2] se
resecd la aorta toracica para los estudios funcionales y
bioquimicos.

4- Estudios en Macréfagos Alveolares (MA)
4.1 Aislamiento de MA y cultivo celular

Los MAde animales de los cuatro grupos experimentales
(C, ROFA, DC y DC + ROFA) se obtuvieron mediante el BAL,
segun Tasaty del Rey.3? Brevemente, las traqueas se canu-
laron y perfundieron con 1 ml de PBS frio (libre de Ca®* y
Mg?*, pH 7,2—7,4). Con el fin de obtener una cantidad 6p-
tima de células, el lavado con PBS 1X se repitié 12 veces.
La suspensién celular se centrifugé durante 10 minutos a
800xg a 4°Cy el precipitado celular se resuspendi6 en PBS.
El recuento de células totales se realizé en cdmara de Neu-
bauer, bajo microscopio de contraste de fases. De acuerdo
con criterios morfolégicos, se determiné que mas del 95
% de las células del LBA correspondié a MA. Las células se
sembraron en placas de 24 pocillos en medio RPMI-1640
(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.) con 10 % de suero
fetal bovino (SFB), penicilina (100UI/ml) y estreptomicina
(10 pg/ml) en una densidad de 0,125 x10° células/ml. Lue-
go de 20 - 30 minutos, las células no adheridas fueron re-
movidas y se adiciond medio fresco. Los cultivos se mantu-
vieron por 24 h en estufa a 37°C y atmésfera de 5% de CO5.

4.2 Viabilidad celular

El metabolismo celular se evalué mediante el ensayo co-
lorimétrico del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-bromuro
de tetrazolio (MTT). Luego de 24 h de la siembra, el medio de
cultivo de los MA fue removido y se adicioné 0,5 ml de me-
dio fresco, suplementado con 50 pl de MTT (4 mg/ml). Las
células se incubaron por 3 h y los cristales de formazan se
solubilizaron con SDS 10 %. La absorbancia correspondiente
acada muestra se midid a 570 nm.
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4.3 Ensayo de fagocitosis

La capacidad fagocitica de los MA provenientes de los ani-
males C,ROFA, DCy DC + ROFA se determind empleando esferas
de latex de 2,2 ym de didmetro. Brevemente, luego de 24 h de
incubacién, se agregaron al medio de cultivo esferas de latex
opsonizadas con suero fetal bovino en una relacién 1:10, du-
rante 1 ha 37°C. Después, se lavd para remover las esferas no
fagocitadas y las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 4 %. La capacidad fagocitica fue evaluada bajo microscopia
6ptica (Leica DM500] y se cuantific el porcentaje de fagoci-
tosis. Se cont6 un minimo de 100 células por pocillo y al menos
tres pocillos por grupo.

4.4 Produccién del factor de necrosis tumoral oo (TNFa) e
interleuquina-6 (IL-6)

La secrecién de las citoquinas proinflamatorias TNFoL e
IL-6 por MA fue evaluada en el medio de cultivo utilizando
un ensayo inmunoabsorbente, ligado a enzimas (ELISA), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia fue
medida a 450 nm (longitud de onda de correccién 620 nm)
en un lector de placa (BioRad, Benchmark].

4.5 Determinacién inmunocitoquimica de la activacién del
sistema de defensa antioxidante

La activacion del sistema de defensa antioxidante se
evalué mediante inmunocitoquimica, utilizando un anticuer-

po contra el factor nuclear eritroide similar al factor 2 (Nrf2)
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX]. Las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 4 %, permeabilizadas con
Tritén © X-100 (0,1 %) y se incubaron durante 12 - 14 h con
el anticuerpo Nrf2 (1:250]) diluido en seroalbimina bovina
(BSA 1%) y 0,03 % de Trit6n © X-100 en PBS 1X. Luego, las
células se lavaron 2 veces con PBS 1Xy se incubaron conun
anticuerpo secundario durante 1 h (Anti-rabbit- FITC Thermo
Fisher Scientific Inc.). Para observar el ndcleo de las células,
se realizé una contratincién con T0-PRO™-3 lodide (Thermo
Fisher Scientific Inc.) por 10 min. Las células fueron obser-
vadas bajo microscopia confocal (Leica SP5 AOBS). Para
cuantificar el nivel y localizacién de Nrf2, la fluorescencia
celular total corregida (FCTC), la fluorescencia total nuclear
corregida (FNTC) y la relacién fluorescencia nuclear/fluo-
rescencia celular total fueron analizadas segun McCloy et
al. 3L El andlisis se Ilevo a cabo utilizando el programa Image
Jversion 1.53e. Las células y el nicleo fueron manualmen-
te delimitados y el area, la intensidad integrada y el valor
medio de gris fueron determinados. Para obtener la FCTC y
la FNTC, los valores fueron corregidos por la fluorescencia de
fondo, midiendo la misma area y fluorescencia de sectores
sin células, adyacentes alas células evaluadas, y este valor
fue sustraido de la densidad integrada de la fluorescencia
celular total y la fluorescencia nuclear.

Figura 4. Expresion y localizacién celular del factor nuclear eritroide 2 [Nrf2) en macréfagos alveolares.
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» A) Microfotograffas representativas de la localizacién inmunocitoquimica de Nrf2 en animales controles (a), con desnutricién crénica (b) y expuestos
al material particulado, ROFA (c y d, respectivamente). Se observan las células marcadas con anticuerpo Nrf2-FITC (verde] y tincion nuclear de con-
traste empleando ToPro™ (rojo). B) Cuantificacién de la fluorescencia para Nrf2 en la totalidad de la célula, en el ndcleo y su relacion niicleo/célula total
de animales. C, controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricion crénica y expuestos al
material particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, *p < 0,05.
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Figura 5. Expresion del citocromo P450 1A1 (CYP1A1] en aorta.
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» La fotografia del Western Blot (A) y el grafico de barras (B) representan
los niveles de CYP1A1 de los grupos experimentales. C, controles; DC,
con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material particulado; ROFA
y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material particula-
do. Los histogramas muestran la media + error estandar, ***p < 0,001,
n=>5-7 animales por grupo.

5- Estudios en aorta
5.1 Pardmetros moleculares

Luego de 24 h de exposicién a ROFA se resecé |a aorta to-
racica y se determinaron los siguientes parametros bioqui-
micos: citoquinas (IL-6, IL-10 y TNFa) por ELISA; citocromo
P450 familia 1 subfamilial Amiembro 1 (CYP1A1); factor de
crecimiento transformante 31 (TGFB1) y 6xido nitrico sin-
tasa endotelial (eNOS) por Western Blot y canal de calcio
tipo L por RT-PCR.

5.1.1 Produccién de citoquinas

La produccién de las citoquinas IL-6, IL-10 y TNFau se
evalud en los sobrenadantes de los homogenatos de aorta
de los cuatro grupos experimentales utilizando el ensayo de
ELISA, como se describe en el item 4.4.

5.1.2 Determinacion de CYP1A1, TGF31 y eNOS

CYP1A1, TGF-B1 y eNOS fueron evaluados por Western
Blot. Las proteinas totales de una alicuota de homogena-
to de aorta se separaron en un gel de acrilamida 10 - 12 %
(SDS-PAGE), en un equipo Mini - Protean Il (BioRad]. Una
vez efectuada la electroforesis, las proteinas fueron trans-
feridas a membranas de PVDF. Las membranas se bloquea-
ron durante 1 h a 4 °C con leche descremada en polvo al 5
% en buffer TTBS (10 mM Tris—HCI, pH 8,0, 0,5% Tween 20,
150 mMNaCl) y se incubaron durante 10 -12 h a 4° C con
el anticuerpo primario especifico anti-B-actina (1:500, Sig-
ma-Aldrich Co), anti-TGF-B1, CYP1A1 o eNOs (1:500 Abcam
Inc). Luego se las lavd 3 veces con TTBS y se incubaron con
un anticuerpo secundario asociado a la enzima peroxidasa

(1:1000 Sigma-Aldrich Co). Las membranas nuevamente
se lavaron 3 veces y la marcacién se detecté con quimio-
luminiscencia (ECL- Amersham Biosciences Inc., UK). Las
bandas fueron cuantificadas usando el programa Image J
(1.50i, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

5.1.3 Determinacidn del canal de calcio tipo L (CCTL)

La expresién del CCTL fue evaluada por RT-PCR. EI ARN
total de las aortas fue extraido con TRIzol (Life Technolo-
gies, Inc.-BRL, Grand Island, NY). EI ADN copia (ADNc) se
sintetizé incubando 2 pg del ARN extraido de las aortas, con
cebadores de hexameros al azar (Invitrogen), cada uno de
los 4 dNTP (Invitrogen) y 200 unidades de la transcriptasa
reversa MMLV (Promega, Buenos Aires, Argentina]. EI ADNc
(2u1] se utilizé para llevar a cabo la amplificacion (PCR) em-
pleando Taq Polimerasa (GoTaq Polymerase, Promega) y
cebadores especificos para CCTL: sentido: 5-CCTTCAAGACT-
GTGTTCAAAGC-3’ y antisentido: 5-TCCTTCCACATACCC GT-3'.
La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH] se usé
como control interno y se utilizaron los siguientes cebado-
res: sentido: 5-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’ y antisentido:
5’-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3'. Los productos de la amplifi-
cacion fueron separados en un gel de agarosa al 1 % y tefi-
dos con bromuro de etidio. La densidad de las bandas fue
cuantificada utilizando un analizador de imagenes (Image
Quant 5.2) y normalizada a GAPDH.

5.2. Ensayo de contractibilidad. Medicién de la tensién iso-
métrica

Se resecaron las aortas, se sumergieron en solucién de
Krebs (4,7 mM KCl, 1,17 mM Na,HPO,, 130 mM NaCl, 1,16
mM MgS0y, 24,0 mM HCO3Na, 2,5 mM CaCl; y 6 mM gluco-
sa) y se cortaron en anillos de 3 - 4 mm. Para el montaje,
tres anillos de aorta se fijaron en sus extremos con alam-
bres de plata y fueron puestos en un bafio de érganos con
solucién de Krebs-Henseleit (20 ml) a 37° C continuamente
suplementado con carbdgeno. El alambre inferior estaba
unido a una varilla vertical sumergida en el bafio de 6rga-
nos; el otro, a un transductor isométrico de 50 g (TSD125,
BIOPACTM) conectado a un equipo de adquisicién de datos
(MP-100, BIOPACTM] y este, a la computadora donde se re-
gistré la sefal. Se aplicé una fuerza pasiva de 2 g y la prepa-
racion se estabilizé durante 1 h, lavando cada 15 min, antes
de iniciar las mediciones. Las mediciones se analizaron con
el programa Labtech Notebook Pro (Laboratory Technology,
Wilmington, MA, EE. UU.).

Para evaluar la respuesta contractil de la aorta, se agre-
garon secuencialmente dosis acumulativas (4x10°® a 4x10°
4] de noradrenalina (NA) al bafio de 6rganos. Para norma-
lizar las medidas de los diferentes segmentos adrticos, se
utilizé el peso del tejido adrtico himedo, en gramos.

Para comenzar la prueba, una vez que se colocaron y
estabilizaron los segmentos aérticos, se utilizé una solu-
cién de KCL (80 mM] para generar contracciones maximas,
cuando se despolarizaron las células del mudsculo liso vas-

ByPC ene-abr 2024; 88(1):39-50 // ISSN-e 2684-0359



Kurtz y col. Respuesta local y sistémica a la contaminacion ambiental aérea en los niveles molecular y funcional: la desnutricion crénica como factor de riesgo. E

Figura 6. Perfil de citoquinas inflamatorias en aorta.

o 27 " a0 . L 1009
: I = =
ﬁ F 200 o £'F 801 -
o5 =g T 4% —_
5% 150 — 43 X =35 60
S & 52 ga
£ B 100 S o 32 401
= © =
s5 S8 0 =
B2 = £ B8
g — 504 3 & e = 20
5} §° 8
1] o 0 z ¥ 0 :
Control ROFA Control  ROFA (w1 OFA Control ROFA Dc DC+ROFA

» [A-B-C) muestra los niveles de interleuquina 6 (IL-6), interleuquina10 (IL-10) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF ] de los grupos experimentales. C,
controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA, expuestos al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material

particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, ***

p<0,001,n=5-7animales por grupo.

cular (VSMC]. Posteriormente, se evalug la relajacién aér-
tica antes de la liberacion de acetilcolina (Ach) de la aorta
precontraida con NA. Al llegar a la meseta de contraccién,
se analizaron las concentraciones acumuladas de Ach (108
-10* M). La méxima relajacion se expres6 como porcentaje
de la maxima contraccién obtenida con NA.

6- Anélisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado para
cada condicién experimental y en tres experimentos inde-
pendientes. Los datos de cada grupo fueron comparados
utilizando ANOVA de dos factores y postest de Bonferroni.
Los histogramas muestran la media + error estandar. La sig-
nificancia estadistica esta indicada por un p < 0,05.

Resultados

En linea con estudios realizados previamente en nuestro
laboratorio®?, los animales que recibieron la dieta de restric-
cién caldrica (DC), luego de cuatro semanas evidenciaron
una disminucion significativa en el peso y la longitud cor-
poral total, asi como también en fémur y tibia, respecto del
grupo control (Tabla 1).

Evaluacion ex - vivo de la respuesta de MA-DC expuestos a ROFA

Se estudié la respuesta funcional de MA obtenidos por
medio de LBA para los cuatro grupos estudiados. Se deter-
minaron los siguientes pardmetros: viabilidad celular, capa-
cidad fagocitica, produccidn de citoquinas proinflamatorias
y activacion del sistema de defensa antioxidante.

1.1.Viabilidad celular

La exposicién a ROFA no alteré la viabilidad de los MA de
ninguno de los grupos (Control, ROFA, DC y DC + ROFA) de
animales estudiados (Figura 1).

1.2. Actividad fagocitica

Para determinar la capacidad funcional de los MA obteni-
dos de los grupos control, ROFA, DC y DC + ROFA, se evalué
su actividad fagocitica. Como se evidencia en la Figura 2, la

exposicién a ROFA produjo una disminucién en la actividad
fagocitica tanto en los animales C como DC (p < 0.05).

1.3. Produccién de citoquinas proinflamatorias

La secrecién de citoquinas proinflamatorias de los culti-
vos de MA obtenidos de los grupos control, ROFA, DC y DC +
ROFA se observa en la Figura 3. ROFA indujo un incremento
significativo de los niveles de TNFa para C y DC (p < 0.05).
Cabe notar que el incremento de los niveles de TNFa fue
menor en el grupo DC + ROFA en comparacién con C + ROFA
(p<0.05, Figura 3A). Asimismo, el tratamiento con ROFA in-
dujo un incremento significativo de los niveles de IL-6. Esta
respuesta siguié un patrén similar al evidenciado por TNFa
(p < 0.05, Figura 3B).

1.4. Activacidn del factor nuclear antioxidante Nrf2

En respuesta al estrés oxidativo, la via del Nrf2 se acti-
va y desencadena una respuesta antioxidante que permite
mantener la homeostasis redox celular. Es por ello que eva-
luamos el nivel de expresién del factor de transcripcién Nrf2
e identificamos imunocitoquimicamente su localizacién
celular. Las Figuras 4A y 4B muestran imagenes represen-
tativas de la localizacién de Nrf2 y la cuantificacién de su
fluorescencia, respectivamente.

Al comparar MA-C y MA-DC no expuestos, se observa un
incremento significativo en la inmunomarcacién de Nrf2
para MA-DC (Figura 4A-a vs. c], que presenta un aumento
de la expresion tanto en el nivel celular como en el nivel
nuclear (p < 0.05, Figura 4B). Sin embargo, la relacién de
fluorescencia nudcleo/célula total en MA-DC muestra que la
activacion antioxidante de Nrf2 fue menor que en los MA-C
(Figura 4B).

La exposicién a ROFA en los MA-C ocasiond una clara in-
duccién de Nrf2, tanto en el nivel celular total como nuclear
(Figuras 4A-b y 4B) con respecto a los MA-C no expuestos a
ROFA (Figuras 4A-a y 4B). No se observaron cambios signi-
ficativos en la expresién o en la localizacién celular de Nrf2
entre MA-DC y DC + ROFA (Figuras 4A-c y d, y Figura 4B).
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Figura ?. Expresion del factor de crecimiento transfor-
mante B1 (TGF-B1) en aorta.
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» El grafico de barras representa los niveles de TGF-31 de los grupos expe-
rimentales. C, controles; DC, con desnutricion crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+ error estandar, *p < 0,05, ***p < 0,001, n = 5 - 7 animales por grupo.

2. Efectos de la exposicion a ROFA en la vasculatura de ani-
males DC

2.1 Parametros moleculares vasculares

2.1.1 Citocromo P450 1A1 (CYP1A1)

Como se muestra en la Figura 5, en las ratas control,
ROFA aumentd los niveles de CYP1A1 con respecto a las ra-
tas no expuestas (283 %, p < 0,001), mientras que los ani-
males desnutridos expuestos no mostraron cambios en la
expresion de CYP1A1.

2.1.2 Perfil de citoquinas

La Figura 6 muestra el perfil de citoquinas en homogena-
tos de aorta, en donde se observé que la exposicidon a ROFA,
en las ratas C, indujo aumento significativo de IL-6 e IL-10
(35 % y 30 %, respectivamente, p < 0,05], sin observarse
cambios en los niveles de TNFa. Los animales DC expues-
tos a ROFA no mostraron variaciones en los niveles de nin-
guna de las citoquinas evaluadas.

2.1.3 Factor de crecimiento transformante 31 (TGF-B1])

Como se muestra en la Figura 7, los animales DC presen-
tan mayores niveles de los TGF-B1 en aorta que los animales
de C (p < 0,001). Lainstilacién con ROFA indujo un aumento
significativo en la expresién de TGF-B1 en ambos grupos de
animales. Sin embargo, cabe destacar que la induccién de
TGF-B1 en los animales expuestos a ROFA fue menor en el
grupo DC en comparacion con el grupo C (41 % p < 0,05 vs.
216%p < 0,001, respectivamente].

2.1.4 Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

Se evalud la expresién de la eNOS en las aortas de los
cuatro grupos experimentales y se observé que la expre-
sién de esta enzima estda disminuida en aortas de animales
DC con respecto a C (Figura 8 p < 0,001). La instilacién con
ROFA provocé una reduccidn significativa de la eNOS tanto

para el grupo C como para el DC, siendo este mayor para el
grupo control (Figura 8, p < 0,001).

2.1.5 Canales de calcio tipo L (CCTL)

Al analizar los niveles de expresién de CCTL, se encontré
un patrén similar a la expresion de eNOS (Figura 9). La ex-
presion de CCTL en aortas de animales DC fue menor que en
grupo C (p < 0,005). Asimismo, la exposicién a ROFA indujo
una reduccién en los grupos C y DC (p < 0,001).

2.2 Parametros funcionales: contractibilidad adrtica

Con el objetivo de analizar la funcién arterial, se evalué el
tono vascular de los anillos de aorta (endotelio y musculo liso)
en respuesta a la NA y Ach. Los animales DC presentaron una
respuesta contractil a la NA menor respecto de los animales
controles. La exposicién a ROFA provocé una disminucion de
la contractibilidad de la aorta en el grupo control, sin embargo,
este efecto no se evidencié en los animales DC (Figura 10 A).
Respecto de larelajacién vascular, la instilacién de ROFA provo-
c6 una reduccién en la capacidad de relajacidn en respuesta a
la Ach tanto en el grupo C como en el DC. En el grupo de anima-
les DC + ROFA, se observé una marcada desaceleracién de la
relajacién y se alcanzé un porcentaje final de relajacién menor
respecto del grupo control expuesto a ROFA (Figura 10 B).

Discusion

Mundialmente la exposicion a la contaminacion aérea
(gases y material particulado-MP) en los actuales esce-
narios, es casiinevitable. El impacto del MP sobre la salud
depende tanto de sus caracteristicas intrinsecas (tamafio
aerodinamico, composicion quimica), de la concentracidn y
tiempo de exposicion a las mismas como de las caracteristi-
cas del individuo sobre el cual impactan. Las particulas sus-
pendidas en el aire pueden ingresar al organismo a través

Figura 8. Expresion la enzima 6xido nitrico sintasa endo-
telial (eNOS] en aorta.

eNOS
0 154
o}
= *hh
[ 4] r 1
g Hokk
- 1
< 1.0
2
K
@
L
£ 0.54
0
B
2
g
w 00
Control  ROFA DC DC+ROFA

» El grafico de barras representa los niveles de eNOS de los grupos expe-
rimentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+error estandar, ***p < 0,001, n =5 - 7 animales por grupo.
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de tres vias principales: respiratoria, digestiva y dérmica,
comprometiendo la salud humana.®3 La ruta predominante
es la respiratoria y los macréfagos alveolares (MA) son la
primera linea de defensa del organismo.3*

Segun la Organizacién Mundial de la Salud®’, los nifios
son especialmente vulnerables a los efectos de la conta-
minacién del aire, ya que presentan una mayor tasa de
inhalacion y sus mecanismos de defensa estan adn inma-
duros. Adema3s, los nifios son altamente susceptibles a la
malnutricién. Las restricciones en la dieta pueden dar como
resultado retraso en el crecimiento del nifio asociado a una
mayor morbimortalidad por infecciones respiratorias®®, asi
como un mayor riesgo de padecer en la edad adulta enfer-
medades crdnicas relacionadas con desérdenes metabé-
licos, hipertensién y otras patologias cardiovasculares.3®
Ademas, la restriccién dietaria exacerba la vulnerabilidad de
los individuos a los efectos adversos de la contaminacion
ambiental sobre la salud.3”-3° Aun asi, existen pocos estu-
dios que asocien la desnutricién infantil y la contaminacién
ambiental aérea. En este contexto, investigamos los efec-
tos de la exposicién a MP aéreo y desnutricién en un modelo
experimental murino.

Numerosos trabajos han demostrado que el estrés oxi-
dativo y los procesos inflamatorios son las vias de sefali-
zacion a través de las cuales tanto la contaminacién como
la malnutricién ejercen sus efectos adversos sobre el orga-
nismo. Ademas, algunos estudios muestran que la desnu-
tricién afecta de manera diferente el metabolismo oxidativo
y la inflamacién provocados por la contaminacién ambien-
tal 4041

La toxicidad del MP est4 relacionada con un incremento
en la generacion de especies reactivas del oxigeno (R0S), la
expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias (IL-1, IL-6,
TNF-a. e IL-10), factores mitogénicos, quimiocinas!3#? y la
activacion de células inflamatorias como macréfagos y neu-
tréfilos.*® En concordancia, nuestros resultados muestran
que en macréfagos alveolares (MA) provenientes de ratas,
expuestos a ROFA en cultivo, la produccién de las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF aumenta. Sin embargo, esta
respuesta resulté atenuada en los MA provenientes de ani-
males desnutridos (DC). Los metales presentes en las par-
ticulas aéreas son conocidos inductores de la generacién
de ROS.*+*> En particular, la ROFA presenta en su composi-
cién metales tales como el vanadio, aluminio, etc.*® En este
sentido, en un estudio previo, mostramos que la exposicién
aguda a ROFA indujo en pulmdn, mediante un aumento de
la produccién de ROS y una disminucién de la capacidad
de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, desbalance redox
resultante en un desequilibrio del metabolismo oxidativo
celular.?! La via de sefializacién antioxidante Nrf2/Keap1/
ARE celular se activa en respuesta a estresores con el fin de
contrarrestar un posible dafio oxidativo. Diversos estudios
revelan la participacion de Nrf2 en el balance energético
celular y esta funcién esta intimamente ligada al estatus
nutricional.*"#8 En este estudio, observamos que los MA-DC

Figura 9. Expresidn del canal de calcio tipo L (CCTL) en aorta.
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» El grafico de barras representa los niveles de CCTL de los grupos experi-
mentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+ error estandar, **p < 0,001, n = 5-7 animales por grupo.

presentaron basalmente mayores niveles de Nrf2 que los
MA-C tanto en el citoplasma como en el nucleo. El aumen-
to de Nrf2 podria ser parte de la respuesta frente al estado
prooxidante que presentan en el pulmdn los animales con
desnutricién crénica, lo que fue evidenciado en trabajos
previos como aumento del anién superdxido en células del
LBA y alteraciones en enzimas antioxidantes tisulares.’!
Luego de la exposicion a ROFA, aumentan la expresién y
translocacién nuclear de Nrf2 en los MA-C, mientras que en
MA-DC, no se modifican los niveles de Nrf2 citoplasmatico ni
su translocacién. Este fendmeno podria deberse a que los
niveles basales de Nrf2 en MA-DC son mas elevados, lo que
podria representar una menor capacidad de respuesta a un
xenobhiético.

El MP actda no solo localmente sobre el sistema respi-
ratorio, sino también alcanza 6rganos a distancia como
corazén, higado, cerebro, etc.*®->2 El MP puede atravesar la
barrera alvéolo-capilar ingresando al sistema vascular para
luego distribuirse en el organismo. Por ello, siendo la vas-
culatura un blanco de su accidn, estudiamos el efecto de
ROFA en los niveles molecular y funcional en |a aorta. Como
se menciond anteriormente, la exposicién a la contamina-
cién del aire induce en las vias respiratorias la liberacién de
mediadores oxidantes e inflamatorios, con la consiguiente
disfuncién endotelial y aumento posterior de la presion ar-
terial. En este sentido, la contaminacién del aire juega un
papel crucial desencadenando la disfuncién endotelial.

La funcién endotelial fundamental se basa en un delica-
do equilibrio entre la formacién y la degradacién del éxido
nitrico (NO). Este metabolito es clave para muchas funcio-
nes de la vasculatura como la regulacién del tono vascular,
el mantenimiento de la coagulacién y la fluidez de la sangre,
la produccion de moléculas que regulan la funcién inflama-
toriay la reparacién vascular. La disfuncién endotelial es un
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Figura 10. Evaluacién de contractibilidad aortica.
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» El tono vascular se evalud en anillos de aorta de los grupos experimentales C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material
particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material particulado. Se determind la capacidad de contraccién en respuesta a
noradrenalina —NA (A) y la relajacién en respuesta a acetilcolina- Ach (B). La linea celeste corresponde al grupo C; la verde, a ROFA; la lila, a DC y la roja,

aDC+ROFA.**p<0,01,*p < 0,05.N =3-4 animales por grupo.

sello distintivo de la enfermedad cardiovascular (CVD], ya
que puede afectar negativamente la rigidez arterial y pro-
vocar hipertension persistente. En concordancia, en este
modelo de desnutricién crénica, la exposicion a ROFA indujo
en la vasculatura respuestas moleculares y funcionales al-
teradas.

En cuanto a los resultados moleculares, la respuesta del
sistema vascular a la exposicién a ROFA se evalué mediante
el CYP1A1, enzima que juega un papelimportante tantoenla
activaciéon metabdlica como en la detoxificacién. Cabe notar
que los niveles de los citocromos P450 dependen del tipo de
dieta de restriccién caldrica utilizada. Lee, JH et al. (2004),
empleando una dieta de restriccién proteica, encuentran
disminucion de las isoformas CYP1A2, CYP2C11, CYP2E1 y
CYP3A1/2°3, mientras que, en nuestro modelo de restric-
cién caldrica, donde no hay alteracién en la proporcién de
los componentes dietarios, observamos un aumento de
CYP1A1 en los animales DC. Sin embargo, en los animales
DC expuestos a ROFA no se registraron cambios respecto de
los niveles basales, lo que revela menor capacidad de res-
puesta que la observada en los animales controles.

La evaluacién de las citoquinas IL-6 y IL-10 aumenté en
respuesta a la exposicién a ROFA en la vasculatura, coinci-
diendo con la respuesta observada en otros 6rganos como
el puimén®* y en las células vasculares.”® En los DC la res-
puesta inflamatoria, independientemente de la exposicion
a particulas, se mantuvo en los mismos niveles que los ba-
sales.

TGF-B1 es una citoquina pleiotrépica que vascularmen-
te juega un rol importante tanto en condiciones fisiolégicas
como patoldgicas. En este trabajo, observamos cémo la
desnutricion aumenta los niveles basales de TGF-B1. Sin
embargo, en ambos grupos (C y DCJ, la exposicion a ROFA
aumenta significativamente la expresién de esta citoquina.
TGF-1P ejerce sus efectos tanto sobre las células endotelia-

les como sobre las fibras musculares lisas de la vasculatu-
ra.> EI NO es generado principalmente por la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS] y es uno de los agentes
vasoactivos mas importantes producidos por el endotelio,
que induce la relajacién del musculo liso vascular e inhi-
be la activacién y agregacion plaquetaria. En este contex-
to, observamos que la expresién de eNOS esta disminuida
en aortas de animales DC con respecto a C. La exposicién
a ROFA indujo reduccién de los niveles de eNOs en ambos
grupos, independientemente de sus niveles basales. Se ha
demostrado que TGF-B1 puede regular negativamente la
produccién de NO.>” En concordancia, este trabajo muestra
por primera vez cédmo la exposicién a ROFA aumenta los ni-
veles de TGF-B1 y disminuye la eNOS vascular tanto en el
grupo C como DC.

La concentracién de Ca*? intracelular es otro de los fac-
tores que intervienen en la funcién contractil vascular. El
canal de Ca*? tipo L es uno de los marcadores del fenotipo
contractil en las células del musculo liso vascular. El patrén
de expresién de esta molécula resultéd semejante al descrip-
to paraeNos eindicaunadisminucion del canal en los DC, lo
que podria afectar la funcidn contractil vascular.

Recientemente, algunos estudios han demostrado que
la exposicidn a la contaminacién del aire induce hiperten-
sién asociada con vasorrelajacién disminuida, inducida por
acetilcolina en ratones.*®% En concordancia con estas ob-
servaciones, encontramos que la exposicién a ROFA redujo
significativamente la capacidad de contraccién y relajacion
adrtica en ratas, procesos que se vieron mas afectados en
el grupo DC en comparacidn con los controles. Estos resul-
tados se podrian interpretar como una menor capacidad de
respuesta en el grupo desnutrido.

En conclusién, mostramos que los animales DC no logra-
ron activar la respuesta inflamatoria y detoxificante a ROFA.
En relacién con la capacidad contractil del sistema vascu-
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lar, se observa una franca disminucién, asi como un cambio
fenotipico hacia un tipo celular mas indiferenciado. Nues-
tros resultados sugieren que la desnutricién aumentaria el
riesgo de enfermedad cardiovascular a través de la disfun-
cién endotelial en escenarios de contaminacién ambiental.
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