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Enfermedades autoinmunes (EAI)

1

Prevalencia 5%-7%

Incidencia 20/100,000 habitantes

75% - 80%

♀ > 2.7 ♂ de desarrollar  EAI

Enfermedad autoinmune Prevalencia 100.000 pacientes

1 Artritis reumatoide 105

2 Psoriasis 41

3 Enfermedad de Graves 39

Cooper G et al., Recent insights in the epidemiology of autoimmune diseases: Improved prevalence estimates and understanding of clustering of diseases Science Direct. 2009

Miller F.et al, Epidemiology of environmental exposures and human autoimmune diseases: Findings from a National Institute of Environmental Health Sciences Expert Panel Workshop.

Science Direct. 2012
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Artritis reumatoide

Genética

Epigenética

Hormonas Infecciones

ExposiciónAutoanticuerpos

Rta. Celular

Fenotipo

* PADI4

* HLA-DRB1 

• HM

• sirt1-sirt6

• BRD

• MH.

• MS (p53,RAF1 y

vimentina)

Estrógenos

Prolactina

Testosterona

DHEA

• P. mirabilis

• H. pylori

• P. gingivalis

• EBV

• Parvovirus B19

• Polvo de sílice

• Aceites minerales

• Humo de cigarrillo

• ↓ Sol DVD

• Material particulado

FR

ACPA aCarp AAPA

IL-1β, IL-6, IL-17, TNF, etc.

• YORA

• LORA

• EAM

• EE

Anaya J, Shoenfeld Y, Correa P, García-Carrasco M, Cervera R. Autoinmunidad y Enfermedad Autoinmune. 1st ed. Colombia: Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB); 2005. 2



Material particulado

Diámetro aerodinámico

• Indicador del tamaño de la partícula / diámetro de una

partícula esférica de forma unitaria

• Tienen una infinidad de formas

• Permite determinar su transporte en el aire y en

superficies

Partículas microscópicas sólidas y/o líquidas

Permanece suspendido en el aire

VALAVANIDIS, A, 2008. Airborne Particulate Matter and Human Health: Toxicological Assessment and Importance of Size and Composition of Particles for Oxidative Damage and

Carcinogenic Mechanisms. Journal of Environmental Science and Health, Part C, 26(4), pp.339-362.
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Partículas gruesas 

DA 2.5-10 µm (MP10)

Partículas finas 

DA 0.1-2.5 µm (MP2.5)

Partículas ultrafinas

DA <0.1 µm (MP0.1)



Material particulado

Anderson, J., Thundiyil, J. and Stolbach, A., 2011. Clearing the Air: A Review of the Effects of Particulate Matter Air Pollution on Human Health. Journal of Medical Toxicology, 8(2), 

pp.166-175. 4

http://www.scielo.org.co/pdf/luaz/n34/n34a12.pdf



Asociación entre la contaminación del aire, la 

inflamación sistémica y Artritis reumatoide.

Ling et al., 2007

Calderón et al., 2008

Bernatsky et al., 2017

¿Impacto del material particulado en artritis 

reumatoide?
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Qin-Yun Ma et al., 2017

Weidong Wu et al., 2020

Sigaux et al., 2019

LIMITANTE: Faltan estudios de referencias

estándar de material particulado en PBMCs de

pacientes con artritis reumatoide

¿Material particulado- Artritis Reumatoide-

Colombia?
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Hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP)

Nitro HAP

Congéneres de bifenilos policlorados (PCB)

Plaguicidas clorados

Constituyentes inorgánicos Atm 
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Casos y controles
Este estudio se realizó dentro de las normas éticas y acorde a la declaración de Helsinki

Dx previo de AR

Criterios de clasificación de

EULAR/ACR del 2010.

Dx inicial antes de empezar el

tto. indicado para su enfermedad.

De esta forma para los ensayos in vitro el tamaño de muestra de cada grupo correspondió a

2 individuos.

Criterios de inclusión

(>18 y CI Dx AR)

Criterios de exclusión

(<18, E, L, PAI, ID y TP)

Estudio clínico y serológico (perfil 25 Auto-Acs) para confirmar que los casos no presentan

PAI latente y los controles no tuvieran EAI.

Controles

Manzini JL. DECLARACIÓN DE HELSINKI: PRINCIPIOS ÉTICOS PARA LAINVESTIGACIÓN. 2000;321–34.. 8



Objetivo general:

Analizar los efectos y las alteraciones biológicas producidas por el material particulado sobre PBMCs de 

pacientes con artritis reumatoide (AR).
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Azul de tripán

Conteo de viabilidad celular 

en cámara de Neubauer 
Cultivo de PBMCs+ PMA + Ionomicina

Separación de PBMCs por gradiente de densidad

Recolección de células para ensayos 

de viabilidad



Estimulación in vitro de PBMCs con PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) +

Ionomicina de controles

A. SE B. 25ng/mL de PMA y 250 ng/mL de Ionomicina C. 50 ng/mL de PMA y 250

ng/mL de Ionomicina D. 100 ng/mL de PMA y 250 ng/mL de Ionomicina E. 200

ng/mL de PMA y 250 ng/mL de Ionomicina F. 500 ng/mL de PMA y 250 ng/mL de

Ionomicina.

Ensayo exclusión A.T (72h)

A. 5.45 x 105 células

B. 5.25 x 105 células

C. 5.6 x 105 células

D. 5.61 x 105 células

E. 5.1 x 105 células

F. 2.1 x105 células

No había activación ni proliferación celular

y el PMA+ Ionomicina estaba

disminuyendo la viabilidad de los PBMCs

10



Mitógenos Ac monoclonal (Dynabeads TM Human T-Activator 

CD3/CD28 for T Cell expansion and activation)

Proporción 1:1 Agitación x 5 min
1mL Buffer BSA-

BD

Re suspender en 

RPMI completo

11

PBS-HBS 4 × 107 

Células activadas que retienen una función similar a la in vivo

Magneto para 

eliminar SN

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11161D



Preparación Urban dust NIST SRM 1649b / Estimulación in vitro mitógeno junto con el 

contaminante SRM1649b controles

PBS 1x + 2g 

Referencia estándar

Sonicación en hielo x 40 

min a 20KHz

Diluciones seriadas de SRM1649b en medio RPMI (SFB 

10%+ Penicilina y Estreptomicina)
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Objetivos específicos:

1. Estudiar el efecto del material particulado en la viabilidad de las células de pacientes con artritis reumatoide

La literatura menciona que para cultivos celulares la referencia SRM1649b se debe usar a concentraciones entre 1 

µg/mL hasta 100 µg/mL



A.SE B. CD3/CD28 C. CD3/CD28 y SRM1649B 50 µg/mL D. CD3/CD28 y SRM1649B 10 µg/mL E. CD3/CD28 y SRM1649B 2.5 µg/mL F. CD3/CD28 y

SRM1649B 1µg/mL. 13

Conteo y cultivo de PBMCs + Mitógeno + SRM1649b
Recolección de células para ensayos de 

viabilidad y citotoxicidad



Ensayo de citotoxicidad y viabilidad a concentraciones de 50µg/mL, 10µg/mL, 2,5 µg/mL y 1 µg/mL del 

contaminante

10uL MTT (0.5mg/mL)  e incubación para ejercer reacción

Eliminación de perlas

Reacción colorimétrica Solución solubilizadora.

Incubar a 37°C y 5% de CO2 L 595nm y C 655nm

Lavado con PBS 1X y 

Centrifugar

50µL B. bind. A.+ 5µL Anex + 5µL 

7AAD+ 100µL sln FACS flow

Lectura en FASCantoII, BD 

Biosystems

Anexina/ 7AAD
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MTT



Ensayo de citotoxicidad con MTT y viabilidad (Anexina/7AAD) a concentraciones de 50µg/mL, 10µg/mL, 

2,5 µg/mL y 1 µg/mL del contaminante
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Ensayo de Citotoxicidad

Absorbancias ensayo MTT con sus respectivas correcciones 

como lo sugirió el KIT

Citometría de flujo A. Células muertas B. Células en apoptosis tardía C. Células 

vivas D. Células en apoptosis temprana

A.                                B. A.                                B.

A.                                B.

A.                                B.

A.                                B.

A.                                B.

C.                                D. C.                                D.

C.                                D.

C.                                D.

C.                                D.

C.                                D.
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Casos con artritis reumatoide. A.SE B. CD3/CD28 C. CD3/CD28 y SRM1649B 100 µg/mL D. CD3/CD28 y SRM1649B 10 µg/mL E. CD3/CD28 y SRM1649B

1 µg/mL. Imagen izquierda primer caso AR, imagen derecha segundo caso AR. Los círculos representan la activación de linfocitos

16

Ensayo de viabilidad a concentraciones de 100µg/mL, 10µg/m y 1 µg/mL del contaminante 

en casos y controles



Controles A.SE B. CD3/CD28 C. CD3/CD28 y SRM1649B 100 µg/mL D. CD3/CD28 y SRM1649B 10 µg/mL E. CD3/CD28 y SRM1649B 1 µg/mL.

Imagen izquierda primer control, imagen derecha segundo conto. Los círculos representan la activación de linfocitos

2 x106 células Ensayo exclusión A.T (36h) a 100 µg/mL

1 caso AR 1.97 x106 células

2 caso AR 2 x106 células

1 Control 1.94 x106 células

2 Control 2.05 x106 células
17



IL-1β, IL-2, IL-4,IL-7, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-γ, MCP-1, 

CCL5/RANTES, TNF
Respuesta adaptativa e Inflamación

IL-5, IL-8/CXCL8, GM-CSF, G-CSF e IFN-α Rta. Innata ( Incluye Granulocitos) 

IL-6 y IL-9 Rta. Humoral (LB y Acs) 

IL-10 Respuesta anti-inflamatoria

IL-17A, IL-6 y 

TNF-α

IFN-γ IL-4, IL-5, IL-

9, IL- 10 e IL-

13
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Objetivos específicos:

2. Identificar las alteraciones producidas por el material particulado en la síntesis de citoquinas pro y anti-

inflamatorias en células de pacientes con artritis reumatoide.



Determinación de citoquinas por Cytometric Bead Array (CBA)

Reconstitución estándar
Se agregó el DE, dils. Seriadas del estándar. Concentración 

aproximada de la citoquina en cada dilución 

Agitación 10-15seg beads, se agregaron 50µL 

beads captura+ 50µL S. cult. x 1h a T° amb

Determinación de citoquinas en FASCantoII, BD 

Biosystems

1mL W.B para 

resuspender beads
Descartó 

sobrenadante

1mL W.B y se centrifugó 

200g x5’ a 4°C

R. Det Ck, Incubó 

2h a 4°C 19
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ZHANG, W., LIU, H. MAPK signal pathways in the regulation of cell proliferation in mammalian cells. Cell Res 12, 9–18 (2002).

Kuster, Gabriela & Häuselmann, Stéphanie & Rosc-Schlüter, Berit & Lorenz, Vera & Pfister, Otmar. (2010). Reactive Oxygen/Nitrogen Species and the Myocardial Cell Homeostasis: An Ambiguous Relationship. Antioxidants

& redox signaling. 13. 1899-910. 10.1089/ars.2010.3464.
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Cascada de activación a partir de la fosforilación de residuos aminoácidos de proteínas periféricas e integrales presentes en todas las células nucleadas*** 

Objetivos específicos:

3. Determinar el efecto del material particulado sobre las vías de señalización en células provenientes de pacientes con

artritis reumatoide



Lisis celular, SDS-PAGE y Western Blot en células de controles

Centrifugó
Buffer Lisis + Inhib. y se

incubó en hielo
Centrifugó y se preparó la Mx

(S.B+B.M+L.C)

Termobloque 100°C

x 7 min y spin

Se pusieron Mx + P.M en

G.P al 10%

Corrido SDS-PAGE a 80V-

120V

Transferencia membrana 

PVDF 70 min x 35V

Membrana en sln de 

bloqueo 2h (BSA/Milk)

Tinción del Gel con azul 

de comassie

25



Cortó membrana 

PVDF
Ac 1rio en solución 

de bloqueo
Agitación O.N 4°C Lavado TBS-T en 

agitación

Ac 2rio en solución 

de bloqueo x 2h

Lavado TBS-T y agitación
Kit ECL 

(Peroxidasas+Luminol)
Digit blot scanner

Lectura membranas en Software 

Image Studio Digits 5.0 
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Estandarización de proteínas totales/basales participantes en vías de señalización
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Activar vías de señalización a través deAg/PAMP’s y Ac monoclonal

Lipopolysacccharides from Escherichia coli L4524

Re suspender 

LPS en PBS

Cultivo PBMCs + 

LPS

Recolección para 

lisis celular

Dynabeads TM Human T-Activator CD3/CD28 for 

T Cell expansion and activation,

28



Estimulación in vitro de PBMCs con Lipopolisacáridos y Dynabeads TM

Human T-Activator CD3/CD28 for T Cell de controles
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Phosphotyrosine

Phosphotyrosine



Conclusiones

• La referencia estándar SRM1649b no afecta la viabilidad y la citotoxicidad de las células mononucleares de sangre

periférica en casos y controles a concentraciones de un rango entre 1 µg/mL a 100 µg/mL .

• No hay relación significativa entre el aumento de citoquinas pro o anti-inflamatorias asociado a la exposición de

determinadas concentraciones (1 µg/mL a 100 µg/mL ) de la referencia estándar SRM1649B en casos y controles.
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Importancia del proyecto e impacto

Esta investigación es un estudio piloto de un proyecto de Minciencias que permite identificar si algunos contaminantes

ambientales tales como el material particulado en el caso de la contaminación atmosférica son factores de susceptibilidad

para desarrollar autoinmunidad o si exacerban la enfermedad en el caso de personas que ya tienen alguna EAI de base.



Perspectivas

• Realizar ensayos de viabilidad, citotoxicidad y producción de citoquinas con concentraciones más elevadas de la

referencia estándar de material particulado SRM1649B tanto en casos de AR como en controles

• Utilizar otras referencias estándar del material particulado y comparar la variación de los resultados con la

referencia SRM1649B.

• Aumentar el tamaño de las cohortes para realizar análisis estadísticos con los resultados obtenidos en cada

ensayo.

• Evaluar los efectos del MP en otras enfermedades autoinmunes tanto sistémicas como órgano-específicas.
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“La vida no es fácil para ninguno de nosotros. Debemos tener

perseverancia y, sobre todo, confianza en nosotros mismos.

Debemos creer que estamos dotados para algo y que esto debe ser

alcanzado”

—Marie Curie

¡Gracias!
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