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1 RESUMEN.

La exposicidn a la materia particulada fina (PMy,s) estd, estadisticamente, relacionada con un
aumento de la morbilidad y mortalidad cardiovascular.

AUn no se conocen, con exactitud, los componentes de la PM,s responsables de estas
alteraciones, ni como actiuan. No obstante, se ha observado, experimentalmente, un
aumento del estrés oxidativo celular y una liberacion incrementada de citoquinas
proinflamatorias.

Estos cambios, favorecen la aparicién de lesiones en el tejido vascular, especialmente, en la
capa endotelial y en la capa media, lo que fomenta el desarrollo de placas de ateroma que
son un factor de riesgo en la aparicién de enfermedades cardiovasculares.

2 ABSTRACT.

Exposure to fine particulate matter (PMys) is statistically associated with increased
cardiovascular morbidity and mortality.

The components of PM; 5 responsible for these alterations and how they work are not well
known yet. However, an increase in cellular oxidative stress and an increased release of pro-
inflammatory cytokines have been observed experimentally.

These changes promote the appearance of lesions in the vascular tissue, especially in the
endothelial and middle layer, which leads to the development of atheroma plaques, which
are a risk factor in the appearance of cardiovascular diseases.



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

1. INTRODUCCION.

La contaminacion ambiental, repercute negativamente en la salud publica y en la economia,
aumentando el riesgo de muerte prematura, morbilidad y afos de vida ajustados por
discapacidad(® (),

En el afio 2016, se estimd que la contaminacién atmosférica fue responsable de 4,2 millones
de muertes prematuras y, el 91% de estos sucesos ocurrieron en regiones con bajos y
medianos ingresos, como Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental, donde la energia se
obtiene, principalmente, de la combustién de carbdn y de otros combustibles fésiles®).

Los datos proporcionados por la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS), muestran que hay
una relacién estrecha entre la contaminacion ambiental y las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y, estimé que aproximadamente el 58% de las muertes prematuras
relacionadas con la contaminaciéon ambiental, en el afio 2016, fueron consecuencia de
cardiopatias isquémicas y accidentes cerebrovasculares. También, seiialé que las principales
causas de mortalidad en el mundo en los ultimos 15 afos, fueron la cardiopatia isquémica y
el accidente cerebrovascular, responsables de 15,2 millones de decesos en el afio 2016.

El dltimo informe de Global Burden Disease (GBD), indica que al menos 19 de las 56 millones
de muertes anuales en todo el mundo se atribuyen a las ECV, posicionandose como la
primera causa de muerte en todo el mundo®.

En el afio 2017, en el informe GBD, la contaminacién ambiental ocupd el octavo puesto en
una lista de 79 factores de riesgo de mortalidad y se estimé que 2,94 millones de muertes
ocasionadas por la contaminacién son atribuibles a un Unico componente la materia fina o
materia particulada con un diametro igual o inferior a 2,5 um (PMy;5) y, ademas, el 48% de
estas muertes se deben a enfermedades isquémicas e ictus.

La PM3;5 es un contaminante ambiental constituido por una mezcla de particulas sélidas y
liquidas con componentes orgdnicos e inorganicos, suspendidas en el aire, que pueden
atravesar la barrera pulmonar y acceder a via sistémica a través del sistema circulatorio.

Las consecuencias patoldgicas derivadas de la exposicion a PM;s varian en funcién del
didmetro aerodindmico de la particula, su composicion quimica, la solubilidad de sus
componentes, la geografia y las fuentes de las que proceden®),

Las concentraciones de PMs s se miden en microgramos por metro cubico de aire (ug/m3) y
la OMS ha recomendado un limite superior de 10 pg/m3de media anual y de 25 pg/m?3 de
media en 24 horas, para evitar las consecuencias negativas derivadas de la exposicién a este
contaminante.

Los mecanismos implicados, en la patologia cardiovascular ocasionada por la exposicion a
PM,s, tanto a corto como a largo plazo, ain no se han esclarecido®. No obstante, se ha
podido observar que, tras la inhalacién de PM; s aumentan los niveles de especies reactivas
de oxigeno (EROs), citoquinas proinflamatorias, reactivos de fase aguda y hormonas
vasoactivas en los pulmones que, posteriormente, se liberan al torrente sanguineo(7(8),
Ademads, se han establecido asociaciones significativas entre la exposicion a PMys y el
desarrollo de sindrome coronario agudo (SCA). El SCA es uno de los tipos mas comunes de
enfermedad coronaria, se caracteriza por isquemia aguda de miocardio y, generalmente,
incluye angina inestable e infarto de miocardio®® (10),

Las alteraciones observadas, incluyen una lesién endotelial incial seguida de inflamacién
arterial y una liberacion excesiva de factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias y
moléculas vasoactivas que, conllevan a la proliferacién de fibrocitos y células musculares
lisas que, a su vez, favorecen la formacién de una placa de ateroma y la consiguiente
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aterosclerosis'™. La ruptura de la placa de ateroma, supone la interrupcién del flujo
sanguineo y la posterior isquemia(t2) (13),

La exposicion a PM; s, en concentraciones superiores a las recomendadas, durante varios
dias o semanas, se ha asociado con un mayor riesgo de infarto agudo de miocardio (IAM),
cuya incidencia puede ser superior en personas ancianas y diabéticos (14,

En un estudio de casos cruzado realizado en Iran con 319 pacientes con una media de edad
de 63,15 + 28,14 afios, se ha observado un aumento en el porcentaje de ingresos
hospitalarios de pacientes con infarto de miocardio con elevacién del segmento ST en las 48
horas siguientes al incremento de concentracién ambiental de PM,5s en 10 pg/m3 (1),

El Estudio Europeo de Cohortes para los Efectos de la Contaminacion del Aire (ESCAPE),
sefiala que la exposicién a largo plazo a PM2sy el incremento de 5 ug/m?3 en la media anual
estimada de PM,s se asocia con un aumento del 13% en el riesgo de eventos coronarios(1®),
Asimismo, en un estudio de cohortes prospectivo realizado desde el afo 2000 hasta el afio
2015 en 15 provincias de China, y cuyos participantes carecian de antecedentes de ictus, se
observé que el aumento de 10 pg/m3 de PM,,s implicaba un incremento del 13% de ictus™*”),
Otro estudio, llevado a cabo en Corea, sefiala que el aumento de 10 pg/m3 de PMy s estd
asociado con un incremento del 4,7% de muerte cardiovascular y que esta asociacién es
practicamente lineal, sobre todo, por encima de 18ug/m?3 de PMy,5(18),

2. OBIETIVOS.

Revisar el conocimiento actual sobre las alteraciones producidas en el sistema
cardiovascular por la exposicidn a PM;, 5 asi como los posibles mecanismos implicados.

3. METODOLOGIA.

Se han consultado distintas bases de datos como Pubmed, Google académico , publicaciones
de la OMS y otras organizaciones especializadas en contaminacién ambiental y efectos sobre
la salud. Para ello, se han empleado palabras clave como PM_s, particulate matter 2.5 and
cardiovascular diseases, pollution and cardiovascular diseases, PMzs and atherosclerosis,
ferroptosis,...

4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. Componentes y caracteristicas de la PM3s.

La materia particulada fina o PM;;5 es el conjunto de materia, en estado sélido y liquido,
suspendida en la atmdsfera en forma de particulas y presenta una composicién, naturaleza y
efectos sobre la salud variados. La concentracion y tamafio de la materia particulada difiere
a lo largo del tiempo. Distintas particulas se pueden fusionar adquiriendo un tamano
superior o se pueden adherir nuevos componentes a la superficie de las particulas presentes
en el aire generando gran diversidad?),
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La PMys puede ser de origen antropogénico o de origen natural. Algunas de estas particulas
pueden ser emitidas directamente desde sus fuentes mientras que otras son de origen
secundario y se originan por medio de reacciones quimicas en la atmdsfera.

Se clasifican en funcidn de su didmetro aerodindmico en particulas gruesas (PMio), particulas
finas (PMy,s) y particulas ultrafinas (PMo,1). Su tamafio y sus componentes estan relacionados
con los efectos toxicos que producen sobre la salud.

La materia particulada fina, se genera, principalmente, a partir de fuentes antropogénicas
como la quema de biomasa, los motores de los automoviles, las actividades industriales y
agricolas, erosién y desgaste del asfalto y abrasién de neumadticos, entre otros.

En la PM;5se puede encontrar una fraccién organica constituida por un ndmero variable de
compuestos de carbono e hidrocarburos aromaticos policiclicos; y una fraccién inorganica
formada por metales, aniones y cationes.

FRACCION ORGANICA

Hidrocarburos aromaticos policiclicos Compuestos de carbono
(HAPs)

Naftaleno (Naph), acenaftileno (Acy), | Carbono grafitico, carbonato de potasio
acenafteno (Ace), floureno (Fl), fenantreno | (K,CO3), carbonato de sodio(Na;COs)
(Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Ft), |ycarbonato de magnesio (MgCQs).

pireno (Pyr), benzo[a]antraceno (BdA),
criseno (Chry), benzo[b]fluoranteno (BbF),
benzo[k]fluoranteno (BkF), benzo[a]pireno
(BaP), dibenzofa,h]antraceno (DBahA),
benzo[g,h,i]perileno (BghiP), indeno [1,2,3-

cd]pireno (1P), benzo[e]pireno
(BeP),perileno (Per) y dibenzo [a,e] pireno
(DBP).

Tabla 1.(Elaboracion propia).Clasificacion de los componentes que forman la fraccién
organica de la materia particulada fina.

La Agencia de Proteccién del Medioambiente (EPA) ha seleccionado 16 HAPs (en cursiva en
la tabla 1) como contaminantes prioritarios. Estos proceden tanto de fuentes naturales
(como los incendios forestales), como de origen antropogénico (combustion de motores de
los coches, actividad industrial, calefacciones, quemas de madera e incendios controlados en
la agricultura). El BaP es empleado como marcador de la presencia de HAPs en el medio
ambiente y el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) lo ha situado en
el grupo () de compuestos cancerigenos para el ser humano(20) (21,

La PMy,s presenta un numero variable de compuestos de carbono. El carbono grafitico es un
componente minoritario de origen primario que puede sufrir procesos de agregacion
durante su formacién. Pocede de la combustién incompleta de materia organica como los
incendios, los motores de diésel y quemas de biomasa, entre otros.

Los carbonatos inorganicos son componentes que se encuentra en proporciones del 1% en la
PM3,5 en entornos urbanos.
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FRACCION INORGANICA

Metales Aniones y cationes

Bario (Ba), titanio (Ti), estroncio (Sr),|Sulfato, nitratos, CI-, K*.
niquel (Ni), cobre (Cu), zinc (Zn), plomo
(Pb), arsénico (As), cadmio (Cd), cromo
(Cr), mercurio (Hg), vanadio (V).

Tabla 2. (Elaboracién propia). Clasificacién de los componentes que forman la fraccion
inorganica de la materia particulada fina.

Los metales presentes en las PM;5 son muy diversos. Las fuentes de emisién, son muy
variadas, como la industria (especialmente la petroquimica, ceramica o siderurgica), la
qguema de combustibles fdsiles, la friccidon de los neumaticos o la quema de biomasa.

Las principales fuentes de niquel, arsénico, cromo, sulfato y vanadio, son los procesos de
combustién industrial. La quema de carbén emite selenio vy, el suelo y el polvo de las
carreteras emiten aluminio y silicio.

El sulfato es un componente secundario que procede de reacciones de oxidacion del SO3
generado en la quema de combustibles fosiles y madera. Se mantiene durante poco tiempo
en la atmdsfera y, por lo tanto, los niveles de este compuesto sélo se mantiene altos en las
proximidades de los focos de emision o en las regiones afectadas por los vientos
procedentes de dichas fuentes.

Los oxidos de nitrogeno proceden de los procesos de combustion industrial y el empleo de
combustibles fosiles y, durante la quema de biomasa, aumenta la cantidad de aniones y
cationes emitida a la atmdsfera, como el K* y el CI".

4.2. Efectos de la PM;,5 sobre el tejido vascular.
4.2.1. Estructura vascular.

Los vasos sanguineos se clasifican en arterias, venas, capilares y sinusoides. Las venas y las
arterias, de forma general, estan constituidas por tres capas diferenciadas: la tunica intima,
la tinica media y la tunica adventicia(??) (23),

La tunica intima, se encuentra en contacto con la sangre y estd formada por una capa de
células endoteliales y tejido conectivo, constituido por fibras de coldgeno. El endotelio
vascular es una monocapa de células de origen mesodérmico, apoyadas sobre una lamina
basal, y constituye el revestimiento interior de los vasos sanguineos (arterias, venas vy
capilares).

Las células endoteliales son delgadas y ligeramente alargadas y estan orientadas a lo largo
del eje del vaso. Participan en la hemostasia y tienen un papel relevante en el control de la
fluidez de la sangre, la agregacion plaquetaria y el tono vascular, asi como en la regulacién
de la respuesta inmunoldgica, la inflamacidn y la angiogénesis. No estan uniformemente
distribuidas en el lecho vascular y presentan mecanismos de seiializacidén y propiedades
funcionales diferentes.
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La tunica media esta formada por capas concéntricas de fibras musculares lisas con fibras
eldsticas intercaladas mientras que, la tunica adventicia, esta constituida por tejido
conjuntivo y su principal funcién es de revestimiento.

4.2.2. Efectos sobre la tunica media.

Las células del musculo liso vascular (VSMC) son los componentes predominantes de la capa
media de los vasos sanguineos. En condiciones fisioldgicas las VSMC proliferan a una
velocidad muy baja. En respuesta al estrés patoldgico o a una lesién, las VSMC cambian de
un fenotipo inactivo a otro, con capacidades proliferativas y migratorias aumentadas. La
proliferacion de las VSMC contribuye al estrechamiento gradual de la luz arterial
favoreciendo la aterosclerosis y la hipertension.

Los niveles aumentados de especies reactivas de oxigeno (EROs) provocan lesiones en las
células y los tejidos y desempefian un papel importante en la progresién de las
enfermedades cardiovasculares (ECV), incluidas la aterosclerosis, la hipertensiéon y la
insuficiencia cardiaca congestiva.

Para determinar los efectos que tiene la PM;,5 sobre las VSMC se ha evaluado la viabilidad de
estas células, los niveles de EROs y la expresidn de citoquinas proinflamatorias, en ratones,
tras la exposicion a este contaminante(?4),

Tras 2,5 horas de exposiciéon a PM;5s se ha visto incrementado el estrés oxidativo y 48 horas
después aumentd la viabilidad de las VSMC. También, aumentaron los niveles de ARNm que
codifica para citoquinas inflamatorias como la IL-6, CXCL1 y CCL5, que contribuyen a la
patogénesis de la aterosclerosis.

Se ha observado que la fraccidn inorganica de la PMy5s aumenta el estrés oxidativo y la
viabilidad de las VSMC. Se examind qué componentes son los responsables del incremento
del estrés oxidativo y de la viabilidad de las VSMC. Se relaciond, estadisticamente, de forma
positiva con la presencia de Mo, Zn, V y Ni. Sin embargo, experimentalmente, soélo el
tratamiento con V aumentd la viabilidad de las VSMC. El sulfato y el Mn se asociaron
estadistica y experimentalmente con los niveles aumentados de EROs en las VSMC.

La fraccién orgdnica presente en la PM;s no contribuye al incremento de EROs pero si
aumenta la viabilidad de las VSMC, posiblemente, a través del receptor de hidrocarburos de
arilo (AhR). El BaA, BeP,Per y DBP presentes en la PM;5 se asociaron estadisticamente, de
forma significativa, con la viabilidad celular aumentada. Experimentalmente, se ha
comprobado esta asociacion tras observar un incremento de la viabilidad de las VSMC tras el
tratamiento con la fraccién organica procedente de la PM32sy una reduccién de la viabilidad
tras el co-tratamiento con un inhibidor de AhR.

4.2.3. Marcadores de lesion endotelial.
Se han examinado, durante un periodo de tiempo de tres afios, los biomarcadores de lesion

endotelial e inflamacidn sistémica en una cohorte de individuos jovenes con bajo riesgo de
ECV(25),
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La exposicion episddica a PMy5se asocid con un aumento en los niveles de microparticulas
circulantes indicativas de apoptosis endotelial, un aumento sistémico de citoquinas
antiangiogénicas y supresion de los factores de crecimiento angiogénico.

Estos hallazgos revelan una lesion sistémica y, como se han observado en una poblacién
joven y con bajo riesgo de ECV, se ha sugerido que incluso en ausencia de enfermedad
preexistente, la inhalacion de PM; s puede inducir lesidn e inflamacion endotelial.

Ademas, se ha contemplado un aumento en los niveles circulantes de TNF-a, IL-6 e IL-8 tras
la inhalacién de PMy,s manteniendo un estado de inflamacion sistémica leve.

Las citoquinas y factores de crecimiento que se suprimieron con la exposicion a PM3s (EGF,
CD40L, PDGF-AA, GROa, RANTES y VEGF) son factores angiogénicos potentes.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) participa en la angiogénesis y el
crecimiento de células endoteliales macrovasculares, mientras que el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) aumenta el crecimiento y la proliferacién de células endoteliales
microvasculares en presencia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

El EGF es un factor tréfico que previene la apoptosis en las células endoteliales, inducida por
TNF-a, mientras que el bloqueo del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
induce la apoptosis endotelial.

RANTES es un factor pro-angiogénico. Promueve la migracién de células endoteliales, la
diseminacion y la formaciéon de nuevos vasos y la angiogénesis mediada por este factor
depende de VEGF. La interaccién de sCD40L con CD40, en las células endoteliales, aumenta
la expresién de VEGF y estimula la angiogénesis.

La quimiocina GROa es esencial para la angiogénesis inducida por trombina y aumenta la
produccién de VEGF por las células endoteliales. La inhibicion de GROa disminuye la
expresion de VEGF y el potencial angiogénico de las células endoteliales.

La asociacidon de PM3s con niveles mads bajos de sCD40L, FGF, PDGF, GROa, RANTES y VEGF
sugiere una pérdida de factores tréficos y angiogénicos que podria explicar el aumento de la
apoptosis de las células endoteliales.

El estado antiangiogénico parece exacerbarse y reforzarse por un aumento de citocinas
como TNFa e IP-10. El IP-10 es secretado por las células T activadas, los monocitos y las
células endoteliales y, los niveles elevados de esta citoquina, se han relacionado con
trastornos inflamatorios como el asma.

El aumento en los niveles de TNF-a y otras citoquinas, como MCP-1, IL-8 y MIP1 a/B, son
indicativos de un estado proinflamatorio asociado con un aumento de la quimiotaxis y la
aterogénesis. Niveles altos de MCP-1 e IL-8 estan asociados con un mayor riesgo de
mortalidad por todas las causas en pacientes con ECV.

Citoquinas como MCP-1 e IP-10 ejercen una potente actividad quimiotactica hacia los
monocitos y los linfocitos T mientras que la IL-9 estimula la proliferacion de las células T
activadas.

4.2.4. Importancia de COX-2/mPGES-1/PGE2 en la lesidn endotelial.

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) cataliza la formaciéon de prostaglandinas, incluida la
prostaglandina E2 (PGE2) donde interviene ademads el enzima prostaglandina E sintetasa
(PGES). Se conocen tres isoformas de la PGES: la PGES-1 microsomal (mPGES-1), la PGES-2
microsomal (mMPGES-2) y la PGES citosdlica (cPGES).

-9-
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Algunos estudios han mostrado que la cascada de sefializacion COX-2/mPGES-1/PGE2 estd
envuelta en numerosas alteraciones cardiovasculares, destacando la hiperplasia neointimal
post quirlrgica, el aneurisma adrtico y la aterosclerosis(2®),

Por tanto, se ha propuesto que la cascada de sefializacion COX-2/mPGES-1/PGE2 puede
desempefiar una funcion relevante en la mediacién de la inflamacion y la apoptosis de las
células endoteliales tras la exposicién a PMys.

Para probar esta hipoétesis, se han expuesto células endoteliales de aorta de ratén a materia
particulada fina y se ha examinado la actividad de la cascada COX-2/mPGES-1/PGE2.

Tras el tratamiento se observd un incremento de COX-2 en el plasma, tanto de proteina
como de ARNm, dependiente de tiempo y dosis. EIl ARNm de COX-1 no vario. También se
determinaron los niveles de mPGES-1 y se observé un incremento, tras la exposicién a PMys,
en concordancia con el incremento de PGE2 liberado en el medio.

Al mismo, tiempo se ha producido un incremento dependiente de la dosis de mPGES-2 y
cPGES.

La inhibicién de COX-2 con un inhibidor especifico bloqueé marcadamente la apoptosis, la
inflamacién y la secrecién de PGE2.

Algunos estudios han mostrado que la deficiencia de mPGES-1 puede prevenir la formacion
de aterosclerosis, hiperplasia neointimal tras cirugia vascular y la formacién de aneurisma
adrtica inducida por la angiotensina Il, indicando que la mPGES-1 tiene un papel importante
en la mediacion de las enfermedades inflamatorias vasculares.

En este estudio, la PM,5s aumentd considerablemente la expresion de mPGES-1, la induccién
de COX-2 vy la liberacion de PGE2 en las células endoteliales vasculares, sugiriendo que
MPGES-1 podria contribuir a la inflamacién vascular junto con COX-2.

Por tanto, como conclusion, se ha propuesto que la PM;;s puede activar la cascada COX-
2/mPGES-1/PGE2 en las células del endotelio vascular para promover la apoptosis celular y
la respuesta inflamatoria.

4.2.5. Lesion endotelial en la arteria pulmonar aértica.

Las células endoteliales de la arteria pulmonar (HPAEC) participan en la regulacion
vasomotora y pueden ser un objetivo directo de las particulas finas inhaladas.

Para determinar los efectos inducidos por la PM,s en estas células se han estudiado
diferentes puntos criticos que podrian estar envueltos en las lesiones presenciadas: la
produccién de EROs, la produccién de especies reactivas de nitrogeno (RNS) y la sefializacion
del calciof?7) (28),

Tras 4 horas de exposicion a materia fina in vitro las concentraciones de EROs y RNS se han
visto significativamente incrementadas. También ha aumentado el nivel basal intracelular de
calcio y el pretratamiento con Superdxido dismutasa (SOD) y Catalasa (Cat) redujeron
significativamente estos niveles. Las alteraciones en la homeostasis del calcio y el estrés
oxidativo son eventos criticos que estan envueltos en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares.

Diferentes EROs y, en particular el anion superéxido (O2), fue generado por la materia fina
de manera dosis dependiente, in vitro, antes de translocarse al interior de las HPAEC.

Estas particulas entran en las células en vesiculas o atravesando la membrana y se disponen
muy proximas a la membrana plasmatica, al nucleo y a la mitocondria.
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En el interior de la célula pueden inducir estrés oxidativo, también dosis dependiente,
incrementando los niveles de H,0, y O2-. Ademas, la exposicidn durante 4 horas a PMys
estimula el incremento de 6xido nitrico (NO) que reacciona con el anion superdxido dando
lugar al anién peroxinitrito (ONOO"), lo que favorece el estrés nitrosativo. También se ha
observado un aumento en la produccion del anién superdxido en la mitocondria.

Los PAHSs, inducen la actividad del citocromo CYP1A1 que se encuentra a nivel del reticulo
endoplasmatico e interviene en una reaccién de hidroxilacion produciendo aniones
superodxido e intermediarios reactivos.

La capacidad oxidativa de la materia fina puede atribuirse también a los metales de
transicidn, especialmente al hierro y cobre, que puede generar Oy, H,0, OH-, por medio de
la reaccién de Fenton y Haber-Weiss.

Las reacciones de Fenton y Haber-Weiss pueden resumirse de esta manera:

Reaccidn de Fenton: Fe?* + H,0, —»Fe3* + OH- + OH"
Reaccidn de Haber-Weiss: H202 + 02 —— 0O, + OH- + OH"

Ademas, los metales y los HAPs pueden presentar interacciones sinérgicas o aditivas. Dentro
de las células, las particulas finas pueden generar estrés oxidativo mediante la deplecién de
enzimas antioxidantes (SOD, Cat...), ocasionar una respuesta inflamatoria, y alterar la
respiracion mitocondrial.

4.3. Efectos de la PM; 5 sobre el enzima iNOS.
4.3.1. Oxido nitrico y éxido nitrico sintasa.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula que participa en numerosos procesos fisioldgicos y
patoldgicos, incluido el estrés oxidativo, la inflamacién y la vasodilatacion. El enzima éxido
nitrico sintasa (NOS) cataliza la produccion de NO a partir de L-arginina. Hay tres isoformas
de NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS), que difieren
en su distribucién, regulacidon y capacidad de producir NO. Tanto nNOS como eNOS
pertenecen a NOS constitutivos (cNOS). En condiciones normales, cNOS sintetiza una
pequeiia cantidad de NO para mantener las actividades fisiolégicas del cuerpo, incluida la
regulacién de la vasodilatacién, la antiinflamacién y la capacidad antioxidante e iNOS casi no
participa en la sintesis de NO. No obstante, en situaciones patoldgicas, la expresion de iNOS
aumenta de manera significativa sintetizando mayores cantidades de o&xido nitrico e
incrementando el estrés oxidativo(??),

En estas condiciones, las concentraciones altas de 6xido nitrico favorecen la reaccién con el
oxigeno para generar dioxido de nitrégeno, aumentando aun mads el estrés oxidativo.
Ademads, el exceso de NO contribuye a la proliferacion de células inflamatorias y a la
liberacion de citoquinas, acelerando el dano tisular. Asimismo, el éxido nitrico, regula la
contraccion y relajacidn vascular manteniendo estable la presidn arterial.
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4.3.2. Alteraciones vasculares.

Para evaluar las alteraciones en los vasos sanguineos y los mecanismos subyacentes v,
estudiar los cambios dindmicos del éxido nitrico, el estrés oxidativo y la inflamacion, se han
empleado ratones ApoE -/-.

Las multiples exposiciones a PM,,5 aumentaron notablemente los niveles de IL-6, TNF-a e
ICAM-1 en los vasos y en la sangre. También se observé un incremento de malondialdehido
(MDA) mientras que disminuyd la actividad del enzima superdxido dismutasa (SOD).
Ademas, disminuyeron los niveles del inhibidor tisular TIMP-1 mientras que el enzima MMP9
aumenté lo que sugiere una remodelacién en la estructura del vaso.

Se detecté un aumento de iNOS pero no de eNOS o nNOS lo que sugiere que el aumento de
oxido nitrico es generado por este enzima.

Asimismo, se observé que el NO inducido por iNOS en el pulmdn fue el factor responsable
de la disfuncién vascular después de la exposicién a PMy;s. Se ha llegado a esta conclusién
tras observar que el éxido nitrico aumentd singificativamente a las 0,5 horas tras la
exposiciéon a PMy,s mientras que los niveles de EROs, SOD y MDA variaron una hora mas
tarde y el cambio significativo de IL-6 y TNF-a ocurrié a las seis horas en el pulmoén.

Los resultados sugirieron que el éxido nitrico podria elevarse considerablemente después de
la exposicion a PM,s y, posteriormente, causar estrés oxidativo pulmonar e inflamacién.
Ademas, se observo que el aumento de NO aparecié antes que el incremento de los niveles
de EROs lo que indica que el éxido nitrico podria ser un factor clave en el inicio del estrés
oxidativo y la inflamacién inducida por la exposicion a PM3,s. Los inhibidores del enzima iNOS
redujeron los niveles de NO tras la exposicion a PM; 5 en los pulmones y la sangre y también
suprimieron el estrés oxidativo posterior y la inflamacidén en los pulmones.

El andlisis de componentes indicé que la PM;s utilizada en este estudio contenia altas
concentraciones de Zn, Cu, Ni, Al, Pb, y HAPs que interaccionan directamente con el iNOS
activandolo.

4.4. Efectos de la PM;5 sobre la aterosclerosis.
4.4.1. Patogenia de la aterosclerosis.

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico que afecta a las arterias y se caracteriza
por el engrosamiento de la capa intima y media con pérdida de elasticidad. Se forma una
estructura denominada placa de ateroma compuesta, fundamentalmente, de lipidos, tejido
fibroso y células inflamatorias3°).

La etiologia de la aterosclerosis es muy compleja. Hay numerosos factores de riesgo entre
los que destacan las alteraciones genéticas, el tabaquismo, la hiperlipidemia, la hipertension,
el sedentarismo y los agentes infecciosos.

El incio de la lesidn se caracteriza por una alteracidon de la integridad endotelial vascular y la
acumulacién de lipoproteinas de baja densidad(LDL) en la matriz extracelular. Los factores
de riesgo pueden causar lesiones en las células endoteliales y cambiar el perfil lipidico en la
circulacion.

El LDL tiende a unirse a la matriz extracelular subendotelial y, posteriormente, sufre la
primera oxidacién para formar LDL minimamente oxidado que tiene propiedades
proinflamatorias y estimula las células endoteliales, resultando en la liberacidon de moléculas
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de adhesidén y proteinas quimiotacticas. Estas moléculas facilitan que los leucocitos,
monocitos y células T rueden a lo largo de la superficie endotelial y se dirijan al sitio de la
lesion. El LDL puede oxidarse a través de las EROs producidas por las células endoteliales,
macrofagos y varios enzimas como la mieloperoxidasa, la esfingomielinasa y la fosfolipasa.
Los macréfagos reconocen el LDL modificado a través de dos receptores, el SR-Ay el CD-36 y
los absorben formandose células espumosas. El LDL oxidado puede ocasionar la apoptosis en
los macrofagos contribuyendo a la muerte de las células espumosas en el borde de la placa
fibrosa, aumentando el nucleo necrdtico.

En condiciones de inflamacién el receptor CD40, expresado por las células inmunes y no
inmunes, se une a su ligando CD40L, expresado en células T y macroéfagos, contribuyendo a
la liberacién de citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento. Las células
endoteliales también expresan CD40 y la unién con el ligando favorece la liberacién de
moléculas de adhesion.

4.4.2. Alteraciones observadas.

El pulmén es el dérgano directamente expuesto a la contaminaciéon presente en el aire
inhalado. La exposicién a PM;;5 provoca estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria en los
pulmones. Los factores que median esta situacion (citoquinas y EROs) desembocan en el
sistema circulatorio causando lesiones en las células endoteliales y aumentan su
permeabilidad. Ademas, los componentes de la PM,s pueden acceder directamente al
torrente sanguineo, incrementando los dafos.

La exposicion a largo plazo a PMy5 puede inducir inflamacién crénica en el tejido adiposo y
desencadenar la liberacién de adipocinas a la sangre. Estas adipocinas favorecen la
angiogénesis mediante la interrupcion de la funcidn endotelial, el aumento de moléculas de
adhesién y factores de crecimiento, la proliferacién y migracidon de células epiteliales , la
regulacién de las células espumosas. Asimismo, algunas adipocinas como la adiponectina, la
resistina y la omentina-1 modulan directamente el entorno aterogénico en la pared arterial,
regulando la funcion de las células endoteliales, las células musculares lisas y los macréfagos.
Tras la exposicion a PMys, aumentan considerablemente los niveles de EROs, lo que
favorece la disfuncién vascular y la oxidacion de las LDL alterando la integridad de la barrera
endotelial y aumentando el riesgo de desarrollo de la placa de ateroma‘®?. Se ha observado
gue este proceso puede ocurrir a través de las vias dependientes de la proteina quinasa
activada por el mitégeno p38 vy la proteina 27 de choque térmico.

La PM;s puede ser reconocida por los macréfagos a través de los receptores Toll-like (TLR)
como el TLR2 y el TLR4. Después, los macrofagos liberan citoquinas y proteinas
guimiotacticas, posiblemente a través de la activacion de la via NF-kB. La molécula MCP-1
recluta los monocitos de la circulacion mediante la unién a CCR-2. Ademas, se ha observado
que el bloqueo del CCR-2 puede proteger, en parte, a los ratones, de la inflamacién del
tejido adiposo mediada por PMy5 y los trastornos metabdlicos que aumentan el riesgo de la
aterosclerosis.

Un estudio realizado en Seul (Corea), en el que participaron 364 residentes, mostré que la
exposicién a largo plazo a PM;;s favorecid el desarrollo de placas de ateroma ricas en
componentes fibrosos o necréticos con mayor frecuencia®?. Asimismo, la exposicién a largo
plazo a este contaminante puede agravar la aterosclerosis preexistente al contribuir al
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crecimiento de la placa aumentando de esta manera la incidencia de un sindrome coronario
agudo.

Considerables estudios clinicos han mostrado que hay un mayor riesgo de sufrir un infarto
agudo de miocardio (IAM) tras la exposicién a PM;s. El IAM, generalmente, se desencadena
por ruptura de las placas de ateroma vulnerables, es decir, aquellas cuyas capas fibrosas son
delgadas, contienen menos células musculares lisas, menos colageno y una alta infiltracién
de células espumosas. Se ha observado que la exposicion, a corto y largo plazo, puede
aumentar la vulnerabilidad de la placa de ateroma en ratones ApoE-/-.

En condiciones proinflamatorias, los monocitos transmigran a las regiones lesionadas y se
diferencian irreversiblemente en macréfagos. Los macrofagos pueden dividirse en dos
subpoblaciones: los macréfagos M1y los macréfagos M2.

Los macréfagos M1 liberan EROs y abundantes citoquinas inflamatorias como el TNF-q, la IL-
6, IL-1B y el IFN-a, B, que favorecen la progresion de la aterosclerosis. Los macréfagos M2
secretan factores como la IL-10, TGF-B, arginasa-1 y CD-206 con actividad antiinflamatoria y
antiaterogénica. Por tanto, el equilibrio entre los macréfagos M1 y M2 es critico para el
desarrollo o la inhibicién de la aterosclerosis.

En un estudio con ratones ApoE -/-, se observd que la exposicion a PM,s acelerd la
progresion aterosclerétical®3. Se observaron niveles significativamente superiores de
factores proinflamatorios en suero, lesién endotelial con mayor acumulacién de leucocitos y
plaquetas adheridos, mayores areas de lesién, acompafadas de un mayor numero de
macréfagos acumulados, con menos células de musculo liso y menor contenido de colageno,
y una mayor secrecion de citoquinas proinflamatorias y macréfagos de tipo 1.

Asimismo, se observaron lesiones endoteliales en las arterias braquiocefdlicas tras el
tratamiento con PMys. La superficie endotelial adquirié un aspecto rugoso con abundantes
plaquetas y un mayor nimero de leucocitos adheridos a la superficie lesionada.

Se encontrd un incremento de EROs derivadas del enzima NADPH oxidasa 2 (NOX2) y de las
proteinas p22phox y p47phox. Aumentaron los factores proinflamatorios IL-6 y TNF-a, asi
como la actividad del enzima iNOS e IL-12, en los ratones ApoE -/- tratados con PMys, y
disminuyeron simultdneamente los marcadores especificos de M2, como la argininasa-1 y
CD206.

4.4.3. Importancia de la IL-1P tras la exposicion a PM3;s.

Los macrdéfagos alveolares, liberan numerosas citoquinas proinflamatorias, incluida la IL-1pB,
gue estd implicada en diversas actividades bioldgicas. La generacion de IL-1B es regulada a
través de multiples mecanismos, incluido el TLR4 y la ruta NF-kB.

La activacion del receptor TLR4, en la membrana de los macréfagos, inicia una cascada de
reacciones, que acaban fosforilando la subunidad p65 del NF-kB, lo que termina activando la
IL-1B634),

Asimismo, tras fagocitar particulas exdgenas, los macrofagos, generan una importante
cantidad de EROs. El exceso de EROs puede disociar la Proteina que interactua con la
Tiorredoxina (TXNIP), que se une al inflamasoma NLRP3, activandolo. Esto permite que la
caspasa-1, escinda la pro-IL-1B, obteniéndose la IL-13 (forma activa).

La IL-1B induce una respuesta inflamatoria sistémica, actuando de manera sinérgica con
otras citoquinas como la IL-6, la IL-18 y el TNF-a.
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La via TLR4/NF-kB es capaz de activar la respuesta inflamatoria tras la exposicién a materia
fina. Los componentes de la PMys pueden inducir la activacion de la proteina MyD88
dependiente de NF-kB a través de la activacidn de los receptores TLR4 de la superficie de los
macroéfagos, promoviendo la expresidn de factores proinflamatorios.

MyD88 no sdlo tiene una funcién fundamental en la via TLR4/NF-kB, sino que ademds activa
el enzima NADPH oxidasa mediante la promocion de la expresion de la subunidad oxidasa,
desencadenando la produccién de EROs en la via NLRP3.

Un estudio in vitro con macrdéfagos de ratédn ha mostrado que la exposicién a materia fina
aumenta la secrecion de IL-1B a través de la activacion de la ruta TLR4/MyD88 y el
inflamosoma NLRP3.

Los resultados muestran que los niveles de ARNm de TLR4, NF-kB, NLRP3 y caspasa-1
aumentaron tras la exposicion a extractos de materia fina. Ademas, la expresion de estos
ARNm disminuyd tras la administracién conjunta con el inhibidor.

En conjunto, la produccidn de EROs, el inflamasoma NLRP3 y la activacién de la caspasa-1
son cruciales para la efectiva activacién de la IL-1pB.

Ademas, como enzima conversora de la IL-1B en su forma activa, la caspasa-1 puede servir
como enlace entre el estrés metabdlico, el inicio de la inflamacién vascular y la produccién
de citoquinas proinflamatorias.

4.5. Ferroptosis ocasionada por la PM;s.
4.5.1. Mecanismos implicados en la ferroptosis.

La ferroptosis es un tipo de muerte celular programada ocasionada por una sobrecarga de
hierro intracelular que favorece el incremento de EROs, produciendo peroxidacién lipidica.
Morfolégicamente, se puede observar una disminucion significativa del tamafo de las
mitocondrias, un aumento de la densidad de la membrana mitocondrial y una reduccién de
las crestas mitocondriales(®>).

Bioquimicamente, se produce un agotamiento intracelular del glutation (GSH) y disminuye la
actividad del enzima glutation peroxidasa 4 (GPX4).

El GPX4 cataliza la reaccidon de reduccidon de los peroxidos lipidicos a los alcoholes
correspondientes, oxidando el GSH a GSSG. La inhibicion del GPX4 conduce a la acumulacién
de perdxidos lipidicos, que es un marcador de ferroptosis.

El sistema Xc es un cotransportador antiporte de aminodcidos distribuido a lo largo de la
bicapa lipidica. Es un heterodimero compuesto por dos subunidades, SLC7A11 y SLC3A2. La
cistina y el glutamato se intercambian a través de este transportador en una proporcion 1:1.
La cistina es introducida dentro de la célula al mismo tiempo que el glutamato es expulsado.
La cistina se reduce a cisteina en una reaccién que contribuye a la obtenciéon de GSH a partir
del glutatidon oxidado (GSSG). El glutatién reduce los niveles de EROs gracias a la accién de
los enzimas de la familia glutation peroxidasa.

Por tanto, la inhibicidon del transportador Xc” impide la entrada de cistina al interior de la
célula, lo que disminuye la obtencién de GSH a partir de GSSG. Esto supone una reduccién
en la actividad del enzima GPX4 y un aumento en los niveles de EROs, lo que ocasiona dano
oxidativo.

El hierro es un oligoelemento que puede encontrarse en su forma reducida (Fe?*) o en su
forma oxidada (Fe3*). El Fe?* puede ser oxidado a Fe3* por la ceruloplasmina. Luego, se une a
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la transferrina (TF) en la membrana celular para dar lugar a TF-Fe3*, que forma un complejo
con el receptor TFR1 y, posteriormente, es endocitado para volver a reducirse a Fe?*,
Silenciar TFRC, el gen que codifica TFR1, puede inhibir la ferroptosis, mientras que el
aumento de actividad del enzima hemooxigenasa-1 (HO-1), incrementa el riesgo de
ferroptosis. La proteina de choque térmico B-1 (HSPB1) puede reducir las concentraciones
de hierro intracelular al inhibir la expresién de TRF1 disminuyendo, de esta manera, el riesgo
de ferroptosis.

La ferritina es la principal proteina de almacenamiento de hierro intracelular en eucariotas.
Se compone de la cadena ligera de ferritina (FTL) y la cadena pesada de ferritina 1 (FTH1).
Inhibir la expresién de la proteina de unién al elemento de respuesta al hierro 2 (IREB2), el
principal factor de transcripcion del metabolismo del hierro, puede aumentar
significativamente la expresion de FTLy FTH1 inhibiendo asi la ferroptosis.

4.5.2. Alteraciones observadas.

Se ha estudiado si la materia fina puede inducir el proceso de ferroptosis en dos lineas de
células endoteliales. Se ha empleado un inhibidor de la ferroptosis, la ferrostatina-1 (Fer-1),
y un quelante de hierro, el mesilato de deferoxamina (DFOM), para determinar en qué
medida el hierro es responsable del estrés oxidativo y, se han medido los niveles de EROs, de
citoquinas proinflamatorias y la expresion de diferentes genes que intervienen en las vias
metabdlicas implicadas en la ferroptosis®),

Tras la exposicidon a PMy,s se han observado cambios morfolégicos, ruptura de la membrana
plasmatica, niveles aumentados de hierro intracelular y un incremento del estrés oxidativo,
asi como un aumento de la expresion de COX-2/PGES-2 y de citoquinas proinflamatorias.

Los niveles de EROs y el consiguiente estrés oxidativo se han visto disminuidos tras el
pretratamiento de los cultivos celulares con Fer-1 y DFOM. La quelacién del hierro ha
permitido un aumento en los niveles del GSH y GSH-Peroxidasa, asi como una disminucién
de la peroxidacién lipidica. Esto puede deberse a que la sobrecarga de hierro puede
desencadenar la produccién de EROs mediante la reaccion de Fenton.

También se han visto alterados cinco genes implicados en la via de sefalizacion de la
ferroptosis (SLC7A11, TERC, NOX1, NQO1 y PTGS2) y dos genes que intervienen en el
metabolismo del hierro (FTLy FTH1).

El enzima NADPH oxidasa 1 (NOX1) interviene en la generacion del anidn superdxido y del
perdxido de hidrégeno. Sin embargo, sélo ha podido atribuirse, parcialmente, el aumento de
EROs, a este enzima, en una de las lineas celulares expuestas a PM;s.

Diversos inductores de la ferroptosis disminuyeron notablemente la expresion de GPX4 con
un aumento posterior de EROs. No obstante, la exposicion a PM3s induce la ferroptosis tras
un aumento de la expresion de SLC7A11 y GPX4. Esto puede deberse a que el alto consumo
de GSH induce una respuesta celular que activa un mecanismo de retroalimentacién que
permite una sobreexpresion de SLC7A11 y GPX4 con el objetivo de proteger a la célula, e
impedir la ferroptosis.

Tras la exposicidon a PM3,5 se produce una acumulacién de hierro en las células endoteliales y
una alteracion en la expresion de genes relacionados con el hierro, como TERC, FTL y FTH1.
El trastorno de la captacidén y almacenamiento de hierro inducido por estos genes facilita la
ferroptosis celular.
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4.6. Efectos de la PM; 5 sobre las mitocondrias.

Las mitocondrias son orgdnulos morfolégicamente dindmicos, es decir, se dividen y se
fusionan continuamente dentro de la célula. Para ello intervienen diferentes proteinas. En
las células de los mamiferos la fusidon mitocondrial esta mediada, principalmente, por OPA1
en la membrana interna y dos mitofusinas (Mfnl y Mfn2) en la membrana externa. El
proceso de fusién y fisién mitocondrial se ha visto alterado tras la exposicién a PM; 537,

La materia fina podria interferir en el correcto funcionamiento de las mitocondrias. Los
resultados experimentales han mostrado alteraciones en la ultraestructura mitocondrial
como hinchazén, trastornos en la cresta mitocondrial, vacuolacién y aumento en el nimero
de mitocondrias en presencia de altas dosis de PM,s. Estos dafios se han correlacionado
positivamente con las dosis de materia fina.

La disfuncién mitocondrial observada supone una disminucién del consumo de oxigeno en el
corazon, una disminucién de la actividad del enzima Succinato deshidrogenasa y del
potencial de membrana, asi como un deterioro de la fosforilacién oxidativa®®®).

Ademas, las mitocondrias son una fuente importante de EROs. La PM;s puede inducir la
sintesis de EROs, principalmente, desde el sitio Ill de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. En condiciones de estrés oxidativo el exceso de EROs que no puede ser
neutralizado incrementa la peroxidacién lipidica obteniéndose productos como el MDA. La
peroxidacién lipidica excesiva inducida por EROs aumenta la permeabilidad de la
mitocondria disminuyendo el potencial de membrana y provocando inflamacidn
mitocondrial y rotura de la membrana externa.

5. CONCLUSIONES.

La materia particulada fina, ocasiona alteraciones en el sistema cardiovascular,
principalmente, mediante el aumento del estrés oxidativo.

Las EROs producidas modulan diferentes vias de sefializacién que alteran la integridad de los
Vasos sanguineos.

Son necesarios mas estudios en seres humanos para determinar qué componentes de la
PM3,5 son los mas lesivos, cudles son sus fuentes y como actdan porque, de esta manera, se
pueden reducir o eliminar.
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