UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BASICAS

EFECTO SUBTOXICO DE MATERIAL PARTICULADO PM:s DE LA CIUDAD DE
MEXICO EN CELULAS A549 DE ADENOCARCINOMA HUMANO

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO DE:
LICENCIADO QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
VICTORMANUELBANOS TAPIA

BAJO LA DIRECCION/DE:
DRA. HERMICENDA PEREZ VIDAL

DRA. MARIA ANTONIA LUNAGOMEZ ROCHA

EN CODIRECCION DE:

DR. JESUS VALENCIA CERVANTES

Cunduacan, Tabasco, a noviembre 2024



| UJAT

A \), Division ne! 2G24
\ (=) ) Académi s- | Felipe Carrillo
i \l \’ cademica 7 e

UNIVERSIDAD JUAREZ \\0‘ ,ﬁ]: .\; de Ciencias

AUTONOMA DE TABASCO W 512 Bisicas

S < OOO‘Q

€ ESTUDIO EN [4PDWYDA. ACCION EN LA FE? UJAT

DIRECCION

Cunduacan, Tabasco; a 31 de octubre de 2024.

C. VICTOR MANUEL BANOS TAPIA
PASANTE DE LA LIC/EN QUIMICO
FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTE 7

-

N

Por medio del presente,‘rr}e_ dirjo a usted para hacer de su conocimiento que
proceda a la impresion del trabajo titulado “EFECTO SUBTOXICO DE MATERIAL
PARTICULADO PM2s DE LA CUIDAD DE MEXICO EN CELULAS A549 DE
ADENOCARCINOMA HUMANO?”, dirigid’b’por la Dra. Maria Antonia Lunagomez Rocha y
una servidora con la colaboracié'f\ del Dr. Jesus Valencia Cervantes, bajo la modalidad de
titulacion por TESIS. La comisionsde fevisiéf),conformada por el Mtro. Daniel Alejandro
Vazquez Cahuich, Dr. Carlos Javier'Lopez Vietorio, Dr. Adib Abiu Silahua Pavon, Dra.
Hermicenda Pérez Vidal y Dra. Patric}aﬁﬁgwdozﬁ_’bnenzo, liberé el documento en virtud de
gue reune los requisitos para el EXAMEN‘JPiSOFESIIQNAL correspondiente.

. : . G ~
Sin otro particular, reciba usted un cordial saludo‘._.‘\
!

y

ATENTAMENTE o U7

¥ liu‘,““.:E,}
2
pivIsIoN ,\6"'\[‘ 0t

CIENTIAS BASITAS

DRA. HERMICENDA PEREZ VIDAL
DIRECTORA

C.c.p. Archivo.

DIR'DRA.HPV/kfvg

Km.1 Carretera Cunduacéan-Jalpa de Méndez, A.P. 24, C.P. 86690, Cunduacan, Tab., México.
Tel/Fax: (993) 3581500 Ext. 6702,6701 E-Mail: direccion.dacb@ujat.mx

WWW.ujat. mx



Declaracion de Autoria y Originalidad

En la Giudad de Cunduacan, Tabasco, el dia 02 del mes de noviembre del ano 2024,
el que suscribe Victor Manuel Bafos Tapia alumno del Programa de Licenciatura
en Quimico Farmacéutico Bidlogo, con numero de matricula 182A20031, adscrito a
la Division Académica de Ciencias Basicas, de la Universidad Juarez Autdbnoma de
Tabasco, comovautor de la Tesis presentada para la obtencion del grado de
licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo y titulada “Efecto subtoxico de
material particulado“.PM25 de la ciudad de México en células A549 de
adenocarcinoma humane”dirigida por Dra. Hermicenda Pérez Vidal (UJAT), Dra.

Maria Antonia Lunagomez (JJAT) y Dr. Jesus Valencia Cervantes (INER).
DECLARO QUE:

La Tesis es una obra original que noiinfringe los derechos de propiedad intelectual
ni los derechos de propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento
juridico vigente, en particularg-a*LEY" REDERAL DEL DERECHO DE AUTOR
(Decreto por el que se reforman‘\y adicionan diversas disposiciones de la Ley
Federal del Derecho de Autor del 01 de duliotde-2020 regularizando y aclarando y
armonizando las disposiciones legales{vigentes sobre la materia), en particular, las

disposiciones referidas al derecho de cita.

Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier responsabilidad que
pudiera derivarse de la autoria o falta de originalidad e~contenido de la Tesis

presentada de conformidad con el ordenamiento juridico vigente

Villahermosa, Tabasco a 02 de noviembre de 2024.

Victor Manuel Banos Tapia
182A20031



%

/s Carta de Cesion de Derechos
L Cunduacan, Tabasco a 02 del mes de noviembre del 2024.

Por m@‘e la presente manifestamos haber colaborado como AUTOR(A) y/o
AUTOREQé) ) en la produccion, creacion y/o realizacion de la obra denominada
“EFECTO S 9XICO DE MATERIAL PARTICULADO PM:s DE LA CIUDAD DE
MEXICO EN LAS A549 DE ADENOCARCINOMA HUMANO®". Con
fundamento en el 83 de la Ley Federal del Derecho de Autor y toda vez que,
la creacion y/o real% la obra antes mencionada se realizé bajo la comision
de la Universidad Juarez”Autonoma de Tabasco; entendemos y aceptamos el
alcance del articulo en menciéfiyde que tenemos el derecho al reconocimiento como
autores de la obra, y la Univ:%d Juarez Auténoma de Tabasco mantendra en un
100% la titularidad de los derecr@) trimoniales por un periodo de 20 afos sobre
la obra en la que colaborames, ;é) anterior, cedemos el derecho patrimonial

exclusivo en favor de la Uni idad.

‘I_abo dores
< Yo
=\

Victor ManWaﬁos%

18220031
v 2
)R

/4

Dra. Hermicenda Pérez Vidal Dra. Maria Antonia Lunagomez “Wésus le?&a Cervantes
Rocha

9. Testigos )@

Dra. Yazmin Debray Garcia Dra. Maria de los Angeles Andr. iva

5,

.




LICENCIATURA - EFECTO SUBTOXICO DE MATERIAL
PARTICULADO PM2.5 DE LA CIUDAD DE MEXICO EN
CELULAS-A549 DE ADENOCARCINOMA HUMANO

INFORME DE ORIGINAKIDAD

16

{NDICE DE SIMILITUD

FUENTES PRIMARIAS

: gy : 0
%i?itajuchlman.wat.mx 507 bl — 2 /0

hdl.handle.net 241 palabras — 1 %

Internet

www.studocu.com

Internet

127 palabras — 1 %

dx.doi.org

[nternet

110 palabras — 1 %

ol repositoriouba.sisbi.uba.ar

Internet

93 palabras — 1 %

repositorio.cinvestav.mx 51 palabras — 1 06

Internet

E
ouci.dntb.gov.ua

Internet

B 1library.co

Internet

88 palabras — 1 %

81 palabras — < 1 %

n mﬁ.gob.mx 76 palabras — < 1 %



Dedicatoria

Dedico'mi tesis principalmente a Dios, por darme la fuerza necesaria para culminar
esta meta.

A mi padre Victor Manuel Banos Espinosa y a mi madre Beatriz Tapia Zurita por
todo su amor’' y por motivarme a seguir hacia adelante apoyandome en las
decisiones tomadas a lo largo de mi vida, asi como en los momentos dificiles.

A mi companiera ‘€p~esta travesia Laura Becerra Aréchiga, con quien pasé los 5
meses de experimentacion y quien fue de gran apoyo tanto moral como en el
desarrollo de los experimentos y ademas por haber sido una persona con la que
pude contar en todo momento, la cual hasta la fecha sigue siendo una persona
especial para mi.

A las personas que me apoyaron en la parte experimental de esta tesis, el Dr. Jesus
Valencia Cervantes por ser mi\asesor de tesis y quien estuvo conmigo en los
experimentos y fue una guia ensCada paso de esta experiencia a quien estaré
siempre agradecido por su apoyo, a'laDra. Yazmin Debray Garcia y a la Dra. Maria
de los Angeles Andrade Oliva quiénes, hicieron de mi estancia mas agradable y
estuvieron al pendiente en todo momento brindando su conocimiento para
apoyarme en varios de los expérimentos;de igual manera agradezco a la M. en C.
Ana Larisa Barbosa Sanchez quien-de igual manera estuvo al pendiente de la
estancia haciendo que fuera mas confortable.

Al comparfero Javier Delgado quién. ocasionalmente me apoyaba en los
experimentos y de igual manera hizo laiestancia masyamena a lo largo del proyecto.

Al Q.F.B. Francisco Diaz Rosas quien me abri6é las/puertas y brindo su apoyo
durante varios afos dandome la oportunidad de adquirir experiencia laboral y
brindandome sus conocimientos en el area clinica.



Agradecimientos

La realizacion del desarrollo experimental se realizé en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas”, en la Ciudad de

México.

» Agradezco acla beca otorgada durante mi estancia derivada del Proyecto
Ciencia des __Frontera 2019 (CF-MG-20191024195736984-840342),
CONAHCYT.

» Agradezco al Departamento de Toxicologia y Medicina Ambiental (INER)
por el recibimiento, en especial a las investigadoras:

Dra. Martha Patricia Sierra argas

Dra. Margarita Isabel Palacios/Arreola
Dra. Yazmin Debray Garcia

Dra. Maria de los Angeles Andrade-Qliva
Dr. Jesus Valencia Cervantes

Dra. Elizabeth Santiago Del Angel

> Por la atencion recibida de la-Universidad Nacional Auténoma de México
en particular al Dr. Ciro Marquez Herrera' (UNAM - Facultad de Quimica).

» Agradezco al Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), por las facilidades
y el apoyo, en particular a las investigadoras:

Dra. Leticia Hernandez Cadena

Dra. Maria de Lourdes Flores

M. en C. Ana Larisa Barbosa Sanchez
Dra. Consuelo Escamilla Nufiez

» Finalmente agradezco ala Division Academica de Ciencias Basicas (DACB)
y a la comisioén revisora conformada por
Dra. Patricia Mendoza Lorenzo
M.C. Daniel Alejandro Vazquez Cahuich
Dr. Adib Abiu Silahua Pavon
Dr. Carlos Javier Lopez Victorio

Dra. Hermicenda Perez Vidal

Vi



indice de contenido

Resumen
Abstract
Palabras clave
l. Introduccion
[I. Marco Teodrico
2.1. Incidencia de cancer.de pulmon
2.2. Epidemiologia de cancer.de pulmén en México
2.3. La contaminacion del aire y fa incidencia de cancer pulmonar
2.4. Composicion elemental de material particulado PMz2.5
2.5. Contaminacion del aire_en,la AMCM
2.6. Caracteristicas distintivas del.cancer
2.7. Mantenimiento de la sefializacion proliferativa
2.8. Evasion de la muerte celular programada (apoptosis)
2.9. Estrés oxidativo asociado a PMzs
[ll. Justificacion
IV. Pregunta de investigacion
V. Hipotesis
VI. Objetivos
6.1. Objetivo general
6.2.0bjetivos especificos

VII. Metodologia

Péagina

10
10
13
14
15
16
19
21
22
22
23
23
23

24

Vil



7.1. Recoleccién de material particulado PM2.s
7.2. Mantenimiento de células A549 de adenocarcinoma pulmonar
7.3./Ensayo de exclusion de azul tripan
7.4. Ensayo de MTT
7,5. Exposicién de células A549 a material particulado PM2.s
7.6. Extraccion.y cuantificacion de proteinas totales
7.7. Inmunotransferéncia y Western Blot
7.8. Determinacion deflos, niveles de malondialdehido
7,8. Analisis estadistico
VIII. Resultados
IX. Discusion
X. Conclusiones y Recomendaciohes
XI. Referencias

XIl. Anexos

24

26

26

26

27

27

27

28

28

29

a7

54

56

69

Vil



Péagina

O indice de Tablas
R

Tabla 1. Ef@s adversos asociados a los contaminantes atmosféricos 7



indice de Figuras

Pagina
Figura 1 Distribucion de la incidencia y mortalidad de cancer 9
Figura 2. Fuéntes de emision e identificacion de compuestos en PM2.s 12
Figura 3. Densidad de poblacion y emision de contaminantes en el Valle de
México 14
Figura 4. Clasificacion’de las seis caracteristicas distintivas del cancer 15
Figura 5. Regulacién de.la apoptosis intrinseca 19
Figura 6. Temporalidades y zonas de recoleccion de PMzs 25
Figura 7. Viabilidad celular de A549 por la exposicion con FPS 31
Figura 8. Viabilidad celular de A549 por la exposicién con AlF 33
Figura 9. Viabilidad celular de A549'por la exposicion con SELF 34
Figura 10. Viabilidad celular de A549\por la exposicion con ALF 35
Figura 11. Viabilidad celular de-A549 por fa exposicion con GAMBLE 36
Figura 12. Viabilidad celular de A549,por la.expasicion con H20 37
Figura 13. Modulacion del pH en células A549 por, la exposicién de FPS 38
Figura 14. Concentracion inhibitoria (ICso)de la €xpgasicion a PMz.s 41
Figura 15. Expresién de PCNA en células A549 expuestas a PM2s 42
Figura 16. Expresion de BCL-2 en células A549 expuestasia PM2.s 43
Figura 17. Expresion de BAK en células A549 expuestas a,PMzs 44
Figura 18. Expresion de BAX en células A549 expuestas a PMzs 45
Figura 19. Niveles de MDA en células A549 expuestas a PMzs 46



EFECTO SUBTOXICO DE MATERIAL'PARTICULADO PM2s DE LA CIUDAD
DE MEXICO EN CELULAS A549 DE'ADENOCARCINOMA HUMANO

Xl



Resumen.

La contaminacion del aire es un factor de riesgo para la salud y se estima que
causa 7 millones de muertes en todo el mundo. Entre los contaminantes emitidos
se encuentradas PM2s cuya composicion quimica y propiedades fisicas es diferente
en cada zona_ geografica de emision. Se han identificado efectos adversos para la
salud por la expesicion a PM2.5 en personas con padecimientos preexistentes como
enfermedades cardiopulmonares, cerebrovasculares, neurodegenerativas, ademas
favorecen la incidencia:de cancer de pulmon. Sin embargo, los mecanismos vy las
vias de sefalizacion aseciados con el desarrollo de estas enfermedades, siguen
siendo en gran medida deseonocidos. Las PMzs fueron colectadas en la Ciudad de
México (noviembre de 2021 a.abril de 2022) utilizando equipos de alto volumen
(high-vol), en tres zonas geograficas representativas. Se determiné el efecto
subtéxico de la fraccion bioaccesible de PM2s (10 pg/ml), utilizando fluidos
pulmonares simulados en células de adenocarcinoma pulmonar A549, evaluando la
proliferacion celular, la apoptosis y layperoxidacién lipidica. Los resultados
mostraron que no se modificd la“expresidn”de la proteina relacionada con la
proliferacion celular PCNA, la proteina anti-apoptética BCL-2 incrementd en la
region de PED-SF (P < 0.05), la expresién.de las“proteinas pro-apoptoticas BAK y
BAX no se modificaron y los niveles de ‘malondialdehido incrementé en LAA-SF,
UIZ-SC y PED-SC (P < 0.05). La informacion obtenida sugiere que las PMz.s inducen
el arresto del ciclo celular, favoreciendo la evasion de la apeptosis e incrementando
la lipoperoxidacion, indicando dafios tempranos a bajas concentraciones de PMzs a

una exposicion aguda.




Abstract.

Air-pollution represents a significant health risk factor, with an estimated 7
million deaths attributed to it worldwide. Among the pollutants emitted is PMzs, the
chemical composition and physical properties of which vary depending on the
geographical area of emission. It has been demonstrated that individuals with pre-
existing conditions; such as cardiopulmonary, cerebrovascular, and
neurodegenerative(diseases, are particularly susceptible to adverse health effects
resulting from exposure to PM2s. Furthermore, epidemiological studies have
indicated that PM2.5 mayscontribute to the incidence of lung cancer. Nevertheless,
the mechanisms and signalingspathways associated with developing these diseases
remain largely unknown. PMzs.was collected in Mexico City between November
2021 and April 2022 using high-velume (high-vol) equipment in three representative
geographical areas. The subtoxic effect of the bioaccessibility fraction of PM2.5 (10
pg/ml) was determined using _simulated lung fluids in A549 lung adenocarcinoma
cells, with evaluations of cell ‘proliferationy apoptosis, and lipid peroxidation. The
results demonstrated that the expression“ofsthe cell proliferation-related protein
PCNA remained unaltered, while thesanti-apoptotic protein BCL-2 exhibited an
increase in the PED-SF region (P < 0:05)..Additionally, the expression of the pro-
apoptotic proteins BAK and BAX did not undergo any modifications, and the levels
of malondialdehyde increased in LAA-SF, UIZ-SC, and’PED-SC (P < 0.05). The data
indicates that PM25 induces cell cycle arrest, which facilitates the avoidance of
apoptosis and increases lipoperoxidation, suggesting that early.damage occurs at

low PM2.5 concentrations following acute exposure.
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I” Introduccion.

LA'WHO (por las siglas en inglées World Health Organization) reconoce que la
contaminacion del aire es un factor de riesgo para la salud, que genera 7 millones
de muertes prematuras. Se han considerado seis contaminantes criterio que son
aquellos a losque se ha establecido un limite maximo permisible en el aire, con el
objetivo de proteger la salud y asegurar el bienestar de la poblacion. Actualmente
en México se miden de" manera continua los principales contaminantes (anexo 1):
ozono (O3), dioxido ‘de” azufre (SO2), monoxido de carbono (CO), dioxido de
nitrégeno (NO2), las partietilas en suspensiéon (PM1o, PM25) y el plomo (Pb), debido
a que suponen un riesgo pafarla salud (WHO, 2016). Otros compuestos quimicos
representan una alta toxicidad."eomo son hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP), los compuestos organicoes+volatiles (COV), las dioxinas y los metales

pesados (Manisalidis et al., 2020).

La contaminacion del aire’ por material particulado o PM (por sus siglas en
inglés Particulate Matter) es heterogénea en cuanto a su composicion quimica y
propiedades fisicas, dependiendo de.cada zona‘geografica de donde se emiten. Las
PM se forman en la atmdsfera como'resultado_de. reacciones quimicas entre los
diferentes contaminantes y se clasifican en funcién de su tamafio aerodinamico, que
se define como el diametro de una particula esférica-eon una densidad de 1 g/cm?,
como gruesas o0 PM1o (2.5 - 10 um), finas o0 PM25 (< 2.5'um) y ultrafinas o PMo.1 (<
0.1 ym) (Muhlfeld et al., 2008). Las PM son emitidas por diversas fuentes, como las
tormentas de polvo, los incendios forestales y la actividad volCanica, asi como por
las actividades humanas como la quema de combustible y los proecesos industriales.
En los ultimos ainos se ha puesto especial atencidén a las PM2.5 debido.a'que poseen
una gran superficie de contacto, propagarse a largas distancias y permanecer en el
aire por mas tiempo. Adema las PM2. 5 estan compuestas por pequenas gotas
liguidas o sdlidas, que se emiten directamente a la atmdsfera y particulas
secundarias producidas por reacciones quimicas entre los gases precursores
(Thangavel et al., 2022). Los efectos adversos la salud derivados de la exposicién

a la contaminacion del aire se observan principalmente en personas mayores con




padecimientos preexistentes como enfermedades cardiopulmonares,
cerebrovasculares, neurodegenerativas, bronquitis, enfisema, ademas que puede
incrementar‘la irritacion ocular y del sistema respiratorio, exacerbar los sintomas de
asma, las{infecciones respiratorias y provocar efectos adversos en el embarazo,

como preclamsia (Thangavel et al., 2022).

En los pulmones, el lugar principal de depésito, las PM2.5 provocan inflamacion
de las vias respiratorias, alterando la respuesta inmune y haciéndolos susceptibles
a infecciones respiraterias, dafiando el sistema mucociliar bronquial, reduciendo la
eliminacién de bacterias;;y alterando la red de citoquinas inflamatorias inducida por
PMzs causando la muerte ‘dedas células epiteliales pulmonares y los fibroblastos,
asi como la inhibicion de la comunicacion intercelular de union entre estas células,
aumentando la permeabilidad de Ja barrera epitelial y perjudicando su funcién como
barreras fisicas para la inmunidad ‘pulmonar innata. La exposicion crénica a PM2s
se ha asociado con el desarrollo’de diabetes mellitus tipo 2, resistencia a la insulina,
inflamacion adiposa y estrés delreticulo endoplasmico hepatico, provoca cambios
subclinicos en la funcion cardiovascular y afeetando la funcion del sistema nervioso
autéonomo y sistema cardiaco, ademas . hay evidengia epidemioldgica que indica que
las PM2s son un factor de riesgo de enfermedad renal crénica (Thangavel et al.,
2022).

En varios estudios se ha identificado una asociacion de la exposicién de PM2.s
y la incidencia de cancer de pulmén, ademas de otros tipos‘de cancer como oral,
rectal, higado, piel, mama vy rifién (Fu et al., 2015; Cui et alg 2045; Huang et al.,
2017; Coleman et al., 2020; Pyo et al., 2022). Aunque existe infarmacion disponible
que nos permite establecer el riesgo de sufrir cancer de pulmén, los mecanismos y
las vias de sefalizacion implicados en el desarrollo de la enfermedad por. exposicién
a PM2s siguen siendo en gran medida desconocidos. De acuerdo a la WHO, se
presentan 4.2 millones de muertes prematuras provocados por la contaminacion del
aire en los paises de ingresos bajos y medios (WHO, 2016). El interés en distintas
localizaciones geograficas es establecer la asociacion entre las PM y los efectos

sobre la salud. Los estudios se han realizado en paises desarrollados, donde se ha




demostrado el efecto negativo de la contaminacion del aire en la salud de la
poblacion. Sin embargo, se han realizado muy pocas investigaciones en paises en
vias desdesarrollo como México, que incluye una amplia area metropolitana con

altos indices-de contaminacion (Mamkhezri et al., 2020).




il. Marco Teérico.

Segun el informe de la WHO de 2008, se estimd que 1.3 millones de muertes
estuvieron relacionadas con la contaminacion del aire. En 2012, la cifra llegé a 3.7
millones y.en 2016 se produjeron aproximadamente 7 millones de muertes
prematuras atribuida a los efectos de la contaminacion a nivel mundial (WHO, 2016).
La contaminacion del aire tiene impacto en la mayoria de los 6rganos y sistemas
del cuerpo humanoe;~exacerbando padecimientos como la enfermedad vascular
cardiocerebral y la cardiopatia isquémica, asi afectando negativamente los sistemas
nervioso, gastrointestinal y.uarinario (Coleman et al., 2020; Manisalidis et al., 2020;
Thangavel et al., 2022). La contaminacién del aire es la causa y el factor agravante
de muchas enfermedades respiratorias como EPOC, el asma y el cancer de pulmén,

entre otras, como se detalla en‘la‘tabla 1.

Tabla 1. Efectos adversos asodéiados a los contaminantes atmosféricos.

Contaminante Efecto a exposicion aguda Efecto a exposicion cronica Referencias
PMz2s Infarto de miocardio esisquemia; | Infarto de miocardio; | Thangavel et
insuficiencia cardiaca; arritmia; | aterosclerosis; aumento de | al., 2022
trombosis venosa profunda; | marcadores inflamatorios
accidentes  cerebrovasculares; | sistémicos;=neumonia; cancer de
sibilancias; asma,; EPOC, pulmén; «deterioro pulmonar en
bronquiolitis e infecciones |_niflos; asmaj parto prematuro;
respiratoria. bajo pesosal=nacer; Alzheimer;
Parkinson; enfermedades
neurodegenerativas
O3 Inflamacion bronquial; | Enfisema; asma,; EPOC; | Kim et al., 2020
hiperreactividad; sensibilizacion | enfermedades cardiovasculares;
alérgica. cancer de pulmon.
NOx (NO, N20, | EPOC; neumonia; bronquitis; exacerbacioén de asma. César et al,
NOz2) 2015;
Kowalska et al.,
2020
Sox Efectos al sistema respiratorio, cardiovascular y nervioso; diabetes tipo |sKhalaf et al,
2; disnea; tos y asma. 2022; Chen et
ah,/2007
CcoO Dolores de cabeza y muerte, Enfermedades cardiovasculares; | Cheny, et al.,
diabetes mellitus; enfermedades | 2007; Hanley et
ateroscleréticas; EPOC. al., 2023

——
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2.1. Incidencia de cancer de pulmoén.

Se, estima que en 2020 se produjeron en todo el mundo 19,3 millones de
nuevos«€asos de cancer y aproximadamente 10 millones de muertes relacionadas
con esta epfermedad. El cancer de mama es el mas diagnosticado con 2,3 millones
de casos nuevos, seguidos del cancer de pulmon, el colorrectal, el de préstata y el
de estdomago. El'‘cancer de pulmén sigue siendo la principal causa de muerte por
cancer, seguido deleolorrectal, el de higado, el de estbmago y el de mama. La carga
mundial del cancer seeStima en 28,4 millones de casos en 2040, con un incremento
del 47% con respecto @ 2020 y con un aumento mayor en los paises en vias de
desarrollo (64% a 95%). Con-aproximadamente 2,2 millones de nuevos casos de
cancer y 1,8 millones de mueértes, el cancer de pulmén es el segundo mas
comunmente diagnosticado y la principal causa de muerte por cancer en 2020,
representando uno de cada 10((11.4%) de los diferentes tipos de cancer
diagnosticados y una de cada 5 (18%) muertes. El cancer de pulmén es la principal
causa de morbilidad y mortalidad relacionada con el cancer en los hombres,
mientras que ocupa el tercer lugar en incidencia en las mujeres, después del cancer
de mama y colorrectal, y el segundo’en mortalidad, después del cancer de mama.
Las tasas de incidencia y mortalidad son aproximadamente 2 veces mayores en
hombres que en mujeres (Sung et al., 2021). La distribucién de nuevos casos de
cancer a nivel mundial y las muertes asociadas por tipo de cancer se representan

en la figura 1.
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Figura 1. Distribucién de la in%ia y mortalidad de cancer. Nuevos casos de
cancer (A) y la mortalidad asocia%:s diferentes tipos de cancer (B) a nivel
mundial de acuerdo a los datos)de GLOBOCAN-2020. Adaptado de Sung et al.,

2021. ‘y
2.2. Epidemiologia de céncerﬁ;pulm(

México.
De acuerdo a los datos de GLO AN,%aﬁo en México se presentan
190,667 casos de cancer al afo, de IoQuaIes @ corresponden a casos de
cancer de pulmon. En términos de mortalid‘ad, en Méxicolse produjeron un total de
3,378 por cancer de pulmén desde 2012 a 2016, que lo ierte en la enfermedad
neoplasica de mayor mortalidad, sin embargo, esta e%medad podria estar
subdiagnosticada, por lo que esta cifra podria ser mayor. La ertes por cancer
de pulmdén son mas frecuentes en hombres, presentandose e 3:|/>§Iel total de

muertes en pacientes mayores de 70 afos, y afectando con mayor<recuencia a la

region norte del pais y con el 80% de todas las muertes son paciente esidian
en regiones urbanas. Aunque tabaquismo es el principal riesgo de r de
pulmon, existen otros factores como la contaminacion ambiental o la exposi a

téxicos que podrian estar asociados a este cancer. La informacién disponible, i@a
que el cancer de pulmén representa un importante problema de salud publica Q

L 4
México (Ruiz-Godoy et al., 2007; Arrieta et al., 2019).




2.3. La contaminacion del aire y la incidencia de cancer pulmonar.

Se.estima que el 14% de todos los casos de cancer de pulmon en 2017 fueron
atribuibles,a la exposicion al aire con niveles elevados de PM, con la mayor
proporcion.de casos ocurridos en China (Fu et al., 2015; Cao et al., 2018; Wang et
al., 2022; Yang.et al., 2023). El aire contaminado esta formado por una mezcla
heterogénea de metales pesados (Cr, Ni, V, Fe, Pb), compuestos quimicos (CO,
NOx, SOx), PM, entre otros. Las PM se refiere a particulas microscoépicas,
suspendidas y transportadas por el aire, poseen de diferentes tamanos; las
particulas con un diametro.= 2.5 uym (PM25) se consideran especialmente dafinas
ya que penetran profundamente en los bronquiolos respiratorios. Los limites de
emision de PMzs estan establecidos por una norma oficial (NOM-025-SSA1-2014,
anexo 1) para establecer la calidad.del aire y se han asociado con un mayor riesgo
de desarrollar cancer de pulmon, censiderando que un aumento de 10 ug/m?® de
PMz2s en el aire puede causar un incremento del 15% al 27% de casos de este tipo
de cancer (Ciabattini et al., 2021;.Ghazipura'et al., 2019).

El riesgo de cancer de pulmon provecado por la contaminacion del aire es
menor que el provocado por el tabagquismo, sin_embargo, la necesidad fisiolégica
que tenemos de respirar, estimado unes)10,000-litros de aire durante un dia para
un adulto, sosteniendo el flujo continuol de aire inhalado y exhalado de manera
constante favorece que incluso los carcinégenos en bajas concentraciones pueden
tener un efecto adverso a la salud. La comprensionsdel cancer de pulmdn
relacionado con la contaminacion del aire debe conducir’a nuevos protocolos,
normas o programas para prevenir la enfermedad. Por tanto, ‘mejorar la calidad del
aire en zonas densamente pobladas es una prioridad sanitaria urgente que se debe

atender de manera global y local (Li et al., 2020; Stephens et al., 2023).

2.4. Composicion elemental de material particulado PM2s.
El desafio de dilucidar los efectos sobre la salud de la exposicién a [as PM2.s
puede variar mucho entre areas geograficas, ya que existen varios contribuyentes

antropogénicos y biogénicos que emiten diferentes especies quimicas. Dado'la
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heterogeneidad de la composicion de las PM, plantean dificultades para
comprender su influencia a nivel celular (Sharma et al., 2023).

Serhademostrado que los componentes inorganicos de las PM, especialmente
los metales.pesados que contribuyen principalmente a su toxicidad y entre los que
se encuentran’Ba, Cu, Mo, Sb, Zr, Pd y Zn (Oroumiyeh et al., 2022; Celo et al.,
2021). En la figurai2 se muestra una aproximacion de la distribucion de las fuentes
identificadas de |a emision, componentes quimicos principales y elementos traza

(metales pesados y metaloides) identificadas en PM2s.
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Figura 2. Fuentes de emision e identificacion de compuestos en PMQéuentes
principales de la emisién de contaminantes (A), componentes principa )y
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elementos traza (C). Concentraciones en ug/m? identificadas de la
gravimétrica de membranas de teflén y de fibras de cuarzo. Adaptado de Chen
al., 2013. .
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2.5. Contaminacion del aire en el AMCM (Area Metropolitana de la

Ciudad de México).

La’AMCM la Ciudad de México esta ubicada en la Zona del valle de México
(ZVM). Ladsuperficie de la region ZVM posee un area geografica unos 1500 km? y
con una altitud’promedio de 2240 msnm. La AMCM esta rodeada de montafias en
tres de sus cuatra bordes, con una elevaciéon de promedio de 1000 m sobre el suelo
del valle. La AMCMrtiene una poblacion de mas de 21 millones de personas y 6
millones de automéviles)en circulacidn. Durante la mayor parte del afio el smog de
la ciudad persiste durante largos periodos y en el invierno se producen inversiones
térmicas, lo que mantiene el aire contaminado cerca del suelo. En cualquier estacion
del afo, los limites de emision”establecidos para Oz, PM1o SO2, NO, CO suelen
superarse. Los factores demograficos y econdmicos combinados con las
caracteristicas topograficas y meteoroldgicas hace de la ZVM sea una de las areas
urbanas mas contaminadas del mundo-afectando a 24 millones de personas que
viven en el AMCM (Mamkhezfi_ et al.,«2020; Calderon-Garciduefias et al., 2015;
Tellez-Rojo et al., 2000).

Los datos disponibles sobrelos .efectos cardiovasculares agudos de la
contaminacion del aire en América Latina'son limitados porque mas del 80% de sus
mil millones de personas viven en asentamientos urbanos con mala calidad del aire;
sin embargo, se ha establecido que la contaminacion del aire aumenta
significativamente la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Ugalde-Resano
et al., 2022). La informacion disponible sugiere que existe*una relacion entre de la
contaminacion ambiental en particular de PM25 y la incidencia‘de/cancer de pulmén,
no obstante, se desconocen los mecanismos detallados y las vias'de sefializacién
que se regulan y contribuyen al desarrollo de la enfermedad. En_la figura 3, de
detalla la densidad poblacional en el Valle de México (INEGI 2010) y las‘emisiones
nacionales de contaminantes antropogénicos en México de acuerdo a la.Direccién

General de Gestidn de la Calidad del Aire.
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Figura 3. Densidad de poblaci@‘emisién de contaminantes en el Valle de México.
Densidad de poblacién calculado d OCDE basados en INEGI (2010), Censo de
Poblacion y Vivienda 2010 (A).
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2.6. Caracteristicas distintiva can
Las caracteristicas distintivas del r inc@n seis capacidades bioldgicas

adquiridas durante el desarrollo de la neoplasi%nultiples etapas. Estas

don nacional de contaminantes de origen

caracteristicas, constituyen un principio organizador quefjustifica la complejidad del
cancer, que incluyen la proliferacion sostenida, eva los supresores del
crecimiento, resistencia a la muerte celular, permitir la inr?glidad replicativa,
inducir la angiogénesis y activar la invasion y la metastasis ( a@an et al., 2011;
Hanahan et al., 2022). En la figura 4 se indican las 6 caracteristicas distintivas del

S
6@0
Q
O

4

cancer propuestas originalmente Hanahan y Weinberg, 2000.
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Figura 4. Clasificacion de las sels terlstlcas distintivas del cancer. Cada una

(2000). Se ha sugerido qu

de estas caracteristicas fueron.propu stas orlglnalmente por Hanahan y Weinberg
ayo de las neoplasias adquieren estas

capacidades funcionales durante rogre i:
‘ ‘
2.7. Mantenimiento de la senah dn proh?atlva
La proliferacion sostenida es un arte i ante del desarrollo y la

progresion del cancer. Esto se manifiesta por una expresion y/o actividad alterada
de proteinas relacionadas con el ciclo celular, asi com ?ctivacién constitutiva
de muchas vias de transduccion de sefiales. Los primero s en el desarrollo
del cancer estan asociados con una respuesta fibrogénica esarrollo de un
ambiente hipoxico (diminucidon en la concentraciéon de O2) que‘\favorece la
supervivencia y proliferacion de las células madre cancerosas (cal)\ tem cells,
CSC). Parte de la estrategia de supervivencia de las CSC puede 6estarse
mediante alteraciones en el metabolismo celular. Una vez que apa las
neoplasias, su crecimiento y la metastasis pueden verse respaldados Qﬂ la
sobreproduccién de hormonas apropiadas (tipo de cancer hormonal
dependientes), promoviendo la angiogénesis, experimentando una transici

epitelial a mesenquimatosa o desencadenando la autofagia (Feitelson et al., 2015).
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Uno de los criterios que define al cancer como enfermedad es la proliferacion
celular cronica e inadecuada, que resulta de la inhibicion de la red reguladora celular
que normalmente coordina la proliferacién (transitoria) de las células durante el
desarrollof.embrionario, el crecimiento fisiologico y el mantenimiento de la
homeostasis.tisular en el cuerpo. Las sefales positivas (inductivas) como las
negativas (represivas) gobiernan la divisién y proliferacion celular. Esta capacidad
distintiva implica unseenjunto complejo de sefales inductivas que indican la entrada
y la progresion a través del ciclo de crecimiento y division celular para producir
células hijas. En el cancer, .estas sefales estimulantes se activan y, a diferencia de
las condiciones normales en.-que las sefiales proliferativas son transitorias, estas
sefales son persistentes. El'mecanismo mas comun y extendido para mantener la
sefalizacion proliferativa implica” mutaciones genéticas en células malignas que
convierten estos genes en factoreS,de proliferacion celular activos. Estos genes
activados, llamados oncogenes, producen senales transitorias que promueven la
proliferacion cronica. Estos ohcegenesthormalmente codifican proteinas cuya
estructura, funcidbn o abundancia) estans“alteradas en comparaciéon con sus
contrapartes en las células normalées (Fouad et al., 2017).

En algunos tipos de neoplasias |a proliferacion celular estd completamente
desregulada y se ha considerado como_una herramienta para el diagnostico, el
procedimiento clinico y el tratamiento de los pacientes. ldna proteina importante que
regula la proliferacion celular es el antigeno nuclear de celulas proliferantes (PCNA),
una proteina nuclear esencial para la sintesis de ADN y esgtina proteina accesoria
para el ADN polimerasa a, que se eleva durante la fase G1/S del'ciclo celular. Las
células en quiescencia y senescencia contienen niveles muy¥bajos de ARN
mensajero (ARNm) de PCNA. Los cambios en la expresiéon de PCNA podria
deberse a factores de crecimiento o dafio al ADN en ausencia del ciclo celular
(Bologna-Molina et al., 2013).

2.8. Evasion de la muerte celular programada (apoptosis).
La muerte celular programada mediante apoptosis, la fragmentacion

genéticamente programada de una célula destinada a morir, actta como una
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barrera natural para el desarrollo del cancer. Las condiciones en las que las células
normales activan su programa apoptético, se incluyen aquellas en las que las
células«se.dafian de diversas maneras, estan mal localizadas, migran o proliferan
de manera.inapropiada. La apoptosis puede activarse mediante sefales celulares
intrinsecas y.no autonomas que detectan diversas formas de actividad celular
aberrante. La apa@ptosis implica la degradacion dirigida de los cromosomas y otros
organulos celulares~importantes mediante enzimas especializadas (caspasas),
completandose el proeeso en menos de una hora en el tejido de los mamiferos
(Fouad et al., 2017).

El control deficiente deda apoptosis desempena un papel importante en el
desarrollo del cancer y tambiensfeduce la eficacia de la quimioterapia convencional.
La maquinaria de la apoptosis“involucra tanto reguladores ascendentes como
efectores descendentes. Los reguladores, a su vez, se dividen en dos circuitos
principales, uno que recibe y procesa senales extracelulares que causan la muerte
(programa apoptético extrinseco).y-el otroCircuito que detecta e integra una cascada
de sefales intracelular (programa’intrinseco) (Qian et al., 2022).

Cada uno culmina con la activacién.de proteasas (caspasas 8 y 9), que inician
una cascada de protedlisis que involucra a las caspasas efectoras responsables de
la fase de ejecucion de la apoptosis, durante laCual la célula se desensambla
progresivamente y luego es fagocitada. Actualmente;, el programa apoptético
intrinseco se considera un obstaculo para la patogénesis del cancer. La sefializacién
de la apoptosis esta controlada por miembros pro y anti-apoptoticos de la familia de
proteinas linfoides 2 de células B (BCL-2), inhibidores de la apoptosis, que actuan
en gran parte uniéndose y suprimiendo dos proteinas desencadenantes pro-
apoptéticas (BAX y BAK); estos ultimos estan incrustados en la membrana externa
mitocondrial. Cuando BAX/BAK son liberados de la inhibicion por sus parientes anti-
apoptaticos, alteran la integridad de la membrana mitocondrial externa, provocando
la liberacion de proteinas de sefializacidon pro-apoptdticas, la mas importante es el
citocromo C (Hanahan et al., 2011).

El citocromo C liberado activa una cascada de caspasas que actuan a traves

de sus actividades proteoliticas para inducir varios cambios celulares asociados con
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el pregrama apoptoético. BAX/BAK comparten dominios de interaccién proteina-
proteina, conocidos como motivos BH3, con proteinas anti-apoptéticas similares a
BCL-2. £a.actividad de una subfamilia de proteinas relacionadas, cada una de las
cuales contiene un unico motivo BH3. La proteina BH3 actua interfiriendo con las
proteinas anti~apoptoéticas BCL-2 o estimulando directamente a los miembros pro-
apoptéticos de esta_familia. Ademas, las células malignas pueden lograr fines
similares aumentando, la expresion de reguladores anti-apoptoticos (BCL-2, BCL-
xL) o de sefnales de supervivencia (Igf1/2) y regulando negativamente factores pro-
apoptoticos (BAX, BIM,PUMA) (Hanahan et al., 2011).

En cuanto a BAX y BAK; se activan y oligomerizan en la membrana externa
mitocondrial regular su permeabilidad que es un paso clave en la apoptosis. Sin
embargo, el mecanismo molecular.subyacente a la funcion de BAX y BAK sigue
siendo una interrogante (Pena-Blancojet al., 2018). Se han observaron altos niveles
de BAK enddgeno tanto en lineastcelulares de cancer de pulmén de células
pequefas (SCLC) como en lineas celulares de cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC). El aumento de la expresion de BAK se correlaciond con un mal
prondstico de los pacientes con NSCLC, lo que’sugiere que es un objetivo adecuado
para el tratamiento de este tipo de canger)(Park-et al., 2021).

El NSCLC comprende entre el 80%.y el 85%-de los casos. El factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) participa en varios desarrollos de cancer, incluido
el NSCLC. La via EGFR regula la cascada BAX/BCL-2 en el NSCLC. Ademas, el
potencial terapéutico de los BAX/BCL-2/EGFR, principalmente aquellos con mas
potencia y selectividad, incluidos gefitinib, EGCG, ABT-737, timoquinona,
quercetina y venetoclax. El descubrimiento de dichos inhibidores facilita el
tratamiento y manejo del NSCLC (Alam et al., 2022). En la figura_5"se detalla la
participacion de las proteinas pro-apoptéticas (BAX/BAK) y anti-apoptoticas (BCL-
2) que promueven la via apoptética intrinseca a través de la cascada de.caspasas

y la participacion de la regulacion del ciclo celular controlada por PCNA.
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Figura 5. Regulacién de la apoptosisintrinseca. Proteinas anti-apoptéticas (BCL-2,
BCL-XL, MCL-1, BCL-W, BFL-%), proteinas pro-apoptéticas (BAX, BOK, BAK, BCL-
XS), proteinas dominio BH3 (BAD, BIM, PUMA, BID), antigeno nuclear de células
en proliferacion (PCNA). Adaptade de Qian‘et‘al., 2022.

2.9. Estrés oxidativo asociado a-PMas.

La composicién elemental de PMzs incluye a distintos componentes quimicos
como los metales pesados y metaloides. Los metales pesados inducen citotoxicidad
mediante mecanismos moleculares, incluido el estrés oxidativo asociado con la
disfuncién mitocondrial, la apoptosis, la necrosis y el .estrés del reticulo
endoplasmatico, provocando cambios significativos en la expresion de proteinas
durante la disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo, la disfuncion del'proteoma de
ubiquitinacién y de corte/empalme alternativo (alternative splicing) de ARNm (Jan et
al., 2015; Koyama et al., 2024). La formacién de especies reactivas‘de-oxigeno
(ROS) generadas por metales provoca diversas modificaciones en las bases del
ADN, aumenta la peroxidacion lipidica y altera la homeostasis del calcio. Los
peroxidos lipidicos, formados por el ataque de ROS sobre residuos de acidos grasos
poliinsaturados de fosfolipidos, pueden reaccionar con metales produciendo

finalmente malondialdehido (MDA) con caracteristicas de ser mutagénico y
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cancerigeno (Valko et al., 2005). La estimacion de los subproductos de la
peroxidacion lipidica podria evaluar el grado de lesion tisular relacionada con el
estrés oxidativo. Por lo tanto, el andlisis del nivel de MDA en el cancer puede ser
util para evaluar la progresion de la enfermedad tanto para la intervencién preventiva

y su tratamiento.
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. Justificacion.

La dnformacién actual muestra una relacion entre la contaminacién del aire,
especialmente, por las emisiones de PM2s5 y la incidencia de enfermedades
respiratorias, eardiovasculares, neurologicas, reproductivas y cancer, entre otras.
Sin embargo, les mecanismos y vias de sefalizacion que estan regulados e
implicados en el desarrollo de estas enfermedades siguen siendo en gran medida
desconocidos. La composicion elemental de PM2s puede variar segun la region
geografica de donde son” emitidas, debido a que existen varios contribuyentes
antropogénicos y biogéniegs® que emiten diferentes especies quimicas. Los
componentes inorganicos de_.las* PMazs, incluidos los metales pesados, son
conocidos por su toxicidad, persistencia ambiental y bioacumulacion, y se ha
demostrado que son la principal ‘causa de muchas enfermedades respiratorias
incluido el cancer de pulmon. La gravedad de la toxicidad de los metales pesados
en relacion con los efectos moleculares y el cancer continua estudiandose debido a
la complejidad que representa."L.0s metales,pesados interfieren con diversas
funciones bioldgicas, incluida la proliferacion; da\diferenciacién, la reparacion de
dafnos y la apoptosis. Al comparar sus modos de accidn, se ha encontrado que estos
metales comparten mecanismos toxicoldgicos similarespara inducir toxicidad, como
la produccién de ROS, la disminucion de las defensas‘antioxidantes, la inactivacion
de enzimas y el estrés oxidativo. Los estudios de los efectos sobre la salud por la
exposicidon a PM2s es limitada, sobre todo en ciudades con altos indices de

contaminacion antropogénica como la Ciudad de México.
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IV. Pregunta de Investigacion.

&Cual es el efecto en la proliferacion celular, la apoptosis y la peroxidacion
lipidica en ¢élulas A549 provocado por la exposicion de la fraccién bioaccesible de
PM2.5?

V. Hipotesis.

La exposicién subcronica=a- la fraccion bioaccesible de PMzs inhibe la

proliferacion celular y la apoptosis«€-induce la peroxidacion lipidica en células A549.
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V1. Objetivos.
6:1.,Objetivo general

Analizar la proliferacion celular, la apoptosis y la peroxidacion lipidica en
células A549 de adenocarcinoma pulmonar después de la exposicion subcronica a

la fraccion bioaccesible de PMas.

6.2. Objetivos Especificos.

e Obtener la viabilidad *de~células A549 expuesta a fluidos pulmonares
simulados por los ensayos“de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) y azul de tripan.

e Determinar la expresion-del biomarcador de proliferacion celular PCNA en
células A549 expuestas‘a material particulado PM2.5 por inmunodeteccion por
Western Blot.

e Determinar la expresion de los marcadores\de apoptosis BCL-2, BAX y BAK
en células A549 expuestas a material partieulado PM2.5 por inmunodeteccion
por Western Blot.

e Analizar los niveles del marcador de peroxidacion-lipidica malondialdehido
en ceélulas A549 expuestas a material particulade.”PM2.5 por un ensayo

colorimétrico.

23

——
| —



Vil.-Metodologia.
7.1. Recoleccién de material particulado PM2.s.

Las muestras_de PMa2s fueron recolectadas en la Ciudad de México en dos
temporalidades; una referida como seca fria entre los meses de noviembre de 2021
a febrero de 2022 y otra seca caliente entre los meses de marzo a abril de 2022,
considerando tres zonas geograficas representativas de la ciudad, la primera
corresponde a la ubicadasal norte en el Laboratorio de Analisis Ambiental en la
alcaldia de Gustavo A. Madero, la segunda localizada al este en la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAM-Iztapalapa) en la alcaldia Iztapalapa y la tercera
localizada al sur en la zona de Pédregal en la alcaldia de Alvaro Obregén.

En la figura 6 se detallan las localizaciones geograficas (latitud y longitud) de los
sitios de muestreo y las temporalidades de coleccion de particulas. Las PM2s se
recolectaron utilizando equipos-de*altovalumen (high-vol) con un flujo de aire de
1.13 m3min. Las particulas fuerén,capturadas sobre filtro de nitrocelulosa por 24
h/dia/semana. Cada uno de los filtros obtenido fue-pesado y almacenado a 4°C en
condiciones de oscuridad. Los filtros fueron cortades.en secciones de 3 cm x 2.5 cm
y colocadas en cajas petri, fue adicionado.3.ml de uha'mezcla 70:30 (V/V) de alcohol
isopropilico (grado HPLC) y agua Milli-Q (18.2 MQ cm#')a 25°C. La separacién de
del material particulado y las membranas se realizaron” con un procesamiento
ultrasonico (Ultrasonic Processor, College of Maritime Studies and Management)
con una sonda de 19 mm de diametro, con una frecuencia constante de 20 kHz y
una amplitud de 20 pym para evitar la ruptura de la membrana y ‘ebtener una mejor
separacion de las particulas.

La suspension de particulas fue colocada en un frasco de vidrio estéril y-libre de
pirébgenos hasta completar la extraccion de PM2.s de un filtro completo. Este proceso
fue repetido de manera individual para cada filtro manteniéndolo en condiciones
frias y en aislamiento dentro de una campana de flujo laminar y en una habitacion
aislada. La suspension de PM2s fue colocada en tubo estéril de 15 ml y después

sometida a varias centrifugaciones (13,000 rpm, 20 min, 25°C) para concentrar las
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partietlas. Para después, ser situadas en tubos estériles de 1.5 ml y colocadas en
des&'én hasta la evaporacion total del solvente. Las PMz.s fueron mantenidas a
4°C e@uridad hasta ser utilizadas. La extraccion del material particulado fue
realizado Dra. Maria de los Angeles Andrade Oliva y el Dr. Jesus Valencia
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72 \Mantenimiento de células A549 de adenocarcinoma pulmonar.

Las células A549 fueron mantenidas en medio DMEM (Sigma-Aldrich),
suplementado,/con 10% de suero fetal bovino (SFB, Biowest) previamente
descomplementado y 1 mg/ml de antibiético penicilina-estreptomicina (Gibco), en
condiciones de 37°C.y 5 % de COo..

7.3. Ensayo de exclusion de azul tripan.

Las células A549 se sembraron en medio DMEM suplementado con 10% de
SFB y antibidticos, en placas de 24 pozos con 40,000 células/pozo, se incubaron
por 24 ha 37°C y 5% de CO2. Después el medio de cultivo fue retirado y se adicion6
las soluciones experimentales en presencia de medio DMEN con 0.5% de SFB
(medio de exposicion) y se dejo ineubar por 24 h con el tratamiento indicado.
Posteriormente de finalizado”el tiempo,.fue recuperado el medio de exposicion,
después se realizé 2 lavados con.buffer de fosfatos (PBS 1X) y fue adicionado 300
gl de tripsina 1X e incubado por 5 min,.al concluir.se agregoé 700 yl de medio DMEM
suplementado al 10% con SFB. El sobrenadante_de la exposicion, de los lavados y
de la suspensién de células se coloco engubos de 15 ml y se centrifugd a 1500 rpm
por 5 min a 25°C, se descartd el sobrenadante<y.el boton de células fue
resuspendido con 1 ml de PBS 1X. El conteo de células vivas (Cv) y células muertas
(Cm) se realiz6 en microscopio invertido de campo claro (VELAB, VE-403) con
camara de Neubauer, utilizando la tincién con azul de tripan al 4% (1:1, V/V). El
porcentaje de viabilidad (%V)= Cv/(Cv+Cm)*100.

7.4. Ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazols2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol).

Las células A549 se sembraron en medio DMEM suplementado con. SEB al
10% y antibidticos en placas de 96 pozos con 14,400 células/ pozo, se incubaren
por 24 h a 37°C y 5% de CO:2. Después de retiro el medio de cultivo y se adiciono

las soluciones experimentales, dejando incubar por 24 h. Antes de concluir el tiempo
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de exposicion (21 h) se agrego 10 pl de reactivo de MTT (5 mg/ml en PBS 1X), y se
dejosincubar por el tiempo restante de la exposicion, para permitir la formacion de
cristales”de formazan. Una vez concluida la exposicion, el sobrenadante se retird y
se adicion6-400 pl de DMSO (Sigma-Aldrich) a cada pozo, y la placa se colocé en
agitacion poct¥10 min a 350 rpm en condiciones de oscuridad y temperatura
ambiente. Finalmente se determind la absorbancia a A= 540nm con un
espectrofotometro (kLabSystems, Multiskan MS) y se determind el porcentaje de

viabilidad celular.

7.5. Exposicion de células A549 a material particulado PM2.s.

Las células A549 se sembraron en medio DMEM suplementado con 10 % de
SFB y antibioticos, en placas de’60 mm de diametro con 45,000 células/cm?, se
incubaron por 24 h a 37°C y 5 % de"CO.. El material particulado PM2.5 previamente
pesado y resuspendido en fluido pulmonar epitelial simulado (SELF), en una
proporcién de medio DMEM con.SFB (0:6°%) y SELF (5% concentracion final). El
tratamiento de las células fue con )10 pg/ml de PM2s obtenidas de las distintas

regiones y temporalidades por 24 h.

7.6. Extraccion y cuantificacion de proteinas-totales.

Al finalizar la exposicion con PMzs el sobrenadante. fue recuperado y se
realizaron 3 lavados con PBS 1X, después se agregd 500l de buffer de lisis (10
mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl), con 1“mM_ de inhibidor de
proteasas y 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich). La suspension celular fue sometida a
sonicaciéon por 3 minutos, en condiciones frias, y después se centrifugdé a 13,000
rom a 4°C por 10 min. Finalmente se recuperé el sobrenadante y se almacenaron a
-70°C. La cuantificacion de proteinas totales se realizd por el método“de Lowry,
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar de referencia y se determiné

la absorbancia a A= 620 nm (LabSystems, Multiskan MS).
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7.7. Inmunotransferencia y Western Blot.

I£0s extractos de proteinas totales fueron separados mediante electroforesis
empleando geles de acrilamida SDS-PAGE (8-12 %) para después ser transferidas
a membranas de fluoruro de polivinilideno (Immobilon-P, Millipore) con un diametro
de poro de 0.22, um utilizando el método de transferencia humeda. Posterior a la
transferencia se ‘realizé el bloqueo de la membrana con 5% de leche
semidescremada ‘ep~buffer de PBS 1X con 0.1% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) a
temperatura ambiente-par 1 h en agitacion constante.

Los anticuerpos primarios se incubaron después del bloqueo de la membrana
durante una noche, con las,siguientes diluciones: BCL-2 (1:500), BAX (1:500), BAK
(1:500), PCNA (1:1000), GARDH (1:1000). Después las membranas fueron lavadas
con PBS 1X/Tween 20 (0.1%) por 10 min. Las membranas fueron incubadas con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con horseradish peroxidase: goat
anti-rabbit IgG (1:5000) y goat anti-mouse IgG (1:5000). La senal de las proteinas
se detectd mediante quimioldminiscencia’ usando Immobilon™ Western HRP
substrate (Millipore) obteniendo imagenes ¢on el equipo ChemiDoc MP (BioRad) y

analizadas con ImagelLab 5.1 Software (BioRad).

7.8. Determinacién de los niveles de malondialdehido (MDA).

En tubos ambar de 1.5 ml se afiadié una alicuota.de,25 ul de extractos totales
de proteinas, 25 yl agua ddH20 y 185 ul de una solucion.de 1-metil-2-fenilindol en
una mezcla de acetonitrilo/metanol (3:1). La concentraciénfinal del reactivo fue de
10 mM. Luego se inici6 la reaccién afadiendo 40 pl de acido clorhidrico al 37%. La

mezcla se incubd a 45 °C durante 40 minutos y se midié la absorbancia a 540 nm.

7.9. Andlisis estadistico.

De acuerdo a la distribucién de los datos de los distintos procedimientos
experimentales, se determiné la normalidad de los datos (prueba de Shapiro-Wilks.
Después se aplico estadistica paramétrica con el promedio + desviacion estandar
(DE). Las diferencias entre los grupos fueron comparadas mediante el andlisis de

varianza (ANOVA) de una via y prueba de post hoc de Tukey o de Dunnett, segun
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se indica. El analisis estadistico se realizara con GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, CA).

Lasdiferencias de P < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

VIIl. Resultados.

Efecto enila viabilidad celular por la presencia de fluidos pulmonares
simulados (FPS).

El uso de fluides.simulados, es una técnica in vitro que nos permite
comprender mejor los mecanismos de liberacion y el posible comportamiento in vivo
de materiales, incluidas fibras, contaminantes ambientales, material particulado,
metales pesados, farmacos antineoplasicos y otros compuestos quimicos. Las
aplicaciones de fluidos pulmonares.simulados (FPS) en pruebas de disolucion
permiten una medida de la bio-persistencia del material o la bioaccesibilidad que a
su vez puede proporcionar upd inferencia util de la biodistribucion de un material,
su toxicidad aguda y croénica, asf_como su patogenicidad. Los estudios utilizando
FPS han demostrado que replican-adecuadamente las condiciones fisiologicas que

prevalecen en los pulmones (Innes etal., 2021).

La evaluacion del riesgo para la salud de las PM.exige una evaluacién precisa
de la bioaccesibilidad de los componentes quimicos“que debe incluir los metales
pesados, que exhiben los mayores riesgos cancerigenos (Liu et al., 2019). Las
pruebas de bioaccesibilidad in vitro nos permiten predecir la;biodisponibilidad de los
componentes quimicos de PM2.5 en el pulmdn, sin embargo, las investigaciones son
limitadas (Guney et al., 2016). La solubilidad de los elementos puede proporcionar
estimaciones utiles de la fraccidn que es accesible para su absorcion.€nilas células
y ejercer toxicidad, por lo tanto, la extraccion utilizando FPS constituyen,un.método
fisiologicamente relevante para evaluar la bioaccesibilidad de PM (Brock_et al.,
2003; Boisa et al., 2014; Sun et al., 2022). En este trabajo se utilizaron 4 FPS; fluido
intersticial artificial (AlF), fluido pulmonar epitelial simulado (SELF), fluido lisosemal
artificial (ALF), solucion comercial GAMBLE (Biochemazone) y como disolvente

principal se utilizé H20. Primero se determind el efecto citotoxico, evaluando la
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viabilidad celular, de cada una de estos fluidos simulados a distintas proporciones

en las'celulas A549 por el ensayo de tincion con azul de tripan y el ensayo de MTT.

Lossresultados indicaron que la viabilidad celular disminuy6 cuando se utiliza
la solucion artificial AIF como medio de cultivo unicamente. De igual manera la
viabilidad se comprometié cuando se utiliza medio DMEM (suplementado al 5% con
SFB) en presencia de AlF en una proporcion 50:50 (V/V). En las otras proporciones
utilizadas de (80:20, 90:10, 95:5) de medio DMEM:AIF no comprometen la viabilidad
celular. Para el fluideSELF (100%) la viabilidad celular disminuyd unicamente
cuando se utiliza como medio de cultivo. En las otras proporciones DMEM:SELF

(V/V), no comprometieron la‘viabilidad celular.

El fluido ALF disminuyé la viabilidad celular cuando se utiliza como medio de
cultivo (100%), asi como en las preporciones DMEM:ALF (50:50, 80:20, V/V). En
las otras proporciones no se afecté-la viabilidad celular. La solucién comercial
GAMBLE no compromete la ¥iabilidad celular cuando es utilizada a las diferentes
proporciones. Finalmente, el“H20; utilizada como solucion de referencia,
comprometio la viabilidad celular cuando se utilizada unicamente como medio de
cultivo (100%), sin embargo, en las_.oetras proporciones DMEM:H20 (V/V) no
modificd la viabilidad celular. Los resultades indican que los fluidos pulmonares
SELF y GAMBLE pueden ser utilizadas en proporeiones bajas en el medio de

cultivo, sin comprometer la viabilidad celular (Figura 7).
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Para complementar, los resultados del ensayo de azul de tripan, fue utilizado
el ensayo de MTT, que mide la actividad metabdlica celular como indicador de la
viabilidad, se basa en la reduccion por enzimas oxidorreductasas dependientes del
NAD(P)H de-la sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio’ @ MTT) a cristales de formazan de color morado por las células
metabdlicamente activas (Riss et al., 2016). Para el fluido AIF, cuando es utilizado
unicamente como'medio de cultivo (100%), comprometié de manera significativa la
viabilidad celular. En tanto, en las otras proporciones de DMEM:AIF (V/V) no altero
la viabilidad celular. En{lassimagenes adjuntas se observa la incubacion de MTT
después de 2.5 h, donde, se puede observar la formacién de los cristales de
formazan (color morado o purpura) en las distintas proporciones de DMEM:AIF
(Figura 8).

En el fluido pulmonar SELF ‘disminuy6 significativamente cuando se utilizé
100% como medio de cultivosg7ademas también en la proporcion DMEM:SELF
(50:50, V/V). En las otras proporciones de DPMEM:SELF (V/V) no se comprometio la
viabilidad (Figura 9). El fluido pulmonar ALE“resulta mas citotoxica en todas las
proporciones, siendo estadisticamentessignificativas la disminucion de la viabilidad
celular (Figura 10). La solucion comercial. GAMBLE no compromete la viabilidad
celular en cualquiera de las proporciones utilizadas (Figura 11). Finalmente, el H20
disminuyé la viabilidad cuando es utilizada unicaménte.como medio de cultivo
(100%) y en la proporcién de DMEM:H20 (50:50, V/V) (Figura 12). Estos resultados
también indican que los fluidos pulmonares SELF y GAMBLE pueden ser utilizadas
en proporciones bajas en el medio de cultivo, sin comprometerilasviabilidad celular.
La integracion de los resultados obtenidos con azul de tripan y MTT nos permitieron
seleccionar el fluido pulmonar SELF a una concentracion final del 5% en presencia

de medio de cultivo DMEM para la realizacion de los experimentos siguientes.
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Figura 8. Viabilidad celular de A549 por la exposicion con AlF. La grafica rep nta
la media y la desviacién estandar (DE) de 3 experimentos independientes
viabilidad celular evaluada por el ensayo de MTT. *P < 0.05; ANOVA de una vi.
prueba de Tukey.
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Figura 9. Viabilidad celular de A549 por la exposicion con SELF. LaQeSéﬂca
representa la media y la desviacion estdandar (DE) de 3 experim@s
independientes de la viabilidad celular evaluada por el ensayo de MTT. *P < Q.
ANOVA de una via y prueba de Tukey.
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Figura 10. Viabilidad celular de A549 por la exposicion con ALF. LaQ ica
representa la media y la desviacion estandar (DE) de 3 experim@s
independientes de la viabilidad celular evaluada por el ensayo de MTT. *P < Q.

ANOVA de una via y prueba de Tukey.
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Figura 11. Viabilidad celular de A549 por la exposicién con GAMBLE. L%ica
representa la media y la desviacion estandar (DE) de 3 experim@s

independientes de la viabilidad celular evaluada por el ensayo de MTT. *P < 0.

ANOVA de una via y prueba de Tukey.
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Figura 12. Viabilidad celular de A549 por la exposicién con H20. LaQ ica
representa la media y la desviacion estandar (DE) de 3 experim@s

independientes de la viabilidad celular evaluada por el ensayo de MTT. *P < 0.

ANOVA de una via y prueba de Tukey.
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Modulacién del pH en células A549 por la exposicion de FPS.

l‘as condiciones fisioldgicas a las que las células A549 deben ser mantenidas
incluyen“upa temperatura de 37°C, 5% de CO2 y un balance de pH 7.2-7.4, para
conservariun- tiempo de duplicacion celular de 22-24 h. Estas condiciones son
importantes ‘para evitar que las células sufran estrés y que el efecto que se observa
sea a causado por la exposicion a PM25 y no por las condiciones del mantenimiento
del cultivo celular.~Por, lo tanto, la incorporacion de los FPS en las distintas
proporciones en presencia del medio de cultivo DMEM debe conservar el pH. La
composicion quimica (anexo 5) de cada uno de los fluidos pulmonares y su pH,
pueden ser un factor relevanté que puede modificar la respuesta a la exposicion.
Por lo tanto, después de latincubacion de las células A549 en presencia de las
distintas proporciones de FPS peor 24 h, se realizé la medicion del pH del medio de
cultivo con Orion Star A211.

Para la solucion AlF (pH 7.4 reportado) presenta cambios modestos en el pH
en las distintas proporciones en.un intervalo de pH: 7.6-7.8, la solucién SELF (pH
7.4 reportado) presenté un intervalo de gpH. 7.2-7.9, la solucién ALF (pH 4.0
reportado) un intervalo de pH: 4.0-7.6;1a soluecion GAMBLE (pH 7.3 - 7.4 reportado)
presento un intervalo de pH:7.3-8.0 y finalmente-para H20 un intervalo de pH: 6.9-
7.8 (Figura 13). Estos resultados permitieron excluir-a ALF para los experimentos
futuros debido a que posee caracteristicas acidas quesno reflejan las condiciones
fisiologicas que prevalecen en el pulmén y ademas puede.ser un factor relevante en
cuanto a los efectos observados sea debido a los cambiosyprovocados por el pH 'y

no por la exposicion de PMzs.
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ALF (pH)

H,0 (pH)
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Evaluacién del daio citotéxico inducido por la exposicion subtoxica de
PMz2:s.

Las células A549.fueron expuestas a las PMz5, obtenidas como se describid
en métodos, a una concgentracién de 10 ug/ml utilizando medio DMEM:SELF (95:5,
V/IV). En primera instancia, previamente la concentracion de PM2zs utilizada fue
establecida por los resultados_ebtenidos de la dosis-respuesta de la concentracion
inhibitoria al 50% (ICs0) como sesindica en la figura 14 (cortesia Dr. Jesus Valencia

Cervantes).
La concentracion sugerida no/compromete la viabilidad celular y es importante

debido a que representa una dosis-respuesta bioldgica de acuerdo a la evaluacion

disimétrica de la deposicion de PMenlos pulmones (Li et al., 2003).
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Figura 14. Concentracion inhibitoria (ICs0) de la exposicion a PM2s. Células A549
incubadas con medio de cultivo DMEM y SELF (con unasconcentracién final del 5%)
por 24 h. Cada punto representa 3 réplicas de la concéntracion indicada. Cortesia

Dr. Jesus Valencia Cervantes.

Regulacion de la proliferaciéon celular y apoptosis.
En lo referente a la proliferacion celular uno de los principales marcadores o
representa PCNA, una proteina de 36 kDa. Se ha identificado que esta proteina

puede interaccionar con mas de 1250 proteinas entre las que se encuentran las
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asociadas con angiogénesis, la migracion o la quimiorresistencia, por mencionar
algunas; asi como algunos farmacos antineoplasicos como paclitaxel. PCNA no es
afectada” su expresion por la exposicion a PMz2s en las distintas regiones vy
temporalidades. Aunque para algunos casos se observa una modesta tendencia de
disminucién‘como es el caso de UIZ-SC, PEX-SC y PED-SF, pero los cambios no

son estadisticamente significativos (Figura 15).
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Figura 15. Expresion de PCNA en células A549 expuestas a PM2s. La grafica
representa la media y la desviacion estandar (DE) @de)3 experimentos

independientes. *P < 0.05; ANOVA de una via y prueba Dunnett.

El resultado anterior sugiere que la proliferacion no incrementa, por la
presencia de PMzs. Lo siguiente es evaluar si hay presencia de apoptosis).por lo
que se consideraron algunos efectores, como es el caso de BCL-2, una proteinas
anti-apoptética, que es clave en la via intrinseca de apoptosis. Se ha identificado
que BCL-2 podria estar relacionada con cerca de 400 proteinas como las asociadas

con autofagia, en la via de caspasas, el factor inducible por hipoxia, entre otras. La
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expresion de BCL-2, una proteina de 26 kDa, se incrementa de manera significativa
en laregion de PED-SF, pero no en las otras regiones, aunque se observa un
modesto’cambio en su expresidn no resulta ser significativo para las otras regiones

y temporalidades (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de BCL-2 en células A549 expuestasrsa PM2s. La grafica
representa la media y la desviacion estandar (DE) de«<8 experimentos

independientes. *P < 0.05; ANOVA de una via y prueba Dunnett.

Los resultados sugieren que la expresion de proteina anti-apoptéticaBLE-2 no
se modifica a excepcién de una region PED-SF. Entonces lo siguiente por respander
como estan los niveles de proteinas pro-apoptéticas. Por tal motivo al determinar
las expresiones de BAK y BAX, consideradas dos proteinas claves pro-apoptéticas;

que después de oligomerizarse en la membrana externa mitocondrial regulan la
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permeabilizacién y desencadenan la via de las caspasas. Para BAK, una proteina
de 26°kDa, no se observé cambios en su expresion, aunque se observa modesta
disminucion*en algunas regiones como PED-SC y LAA-SF y un modesto aumento

en UlZ-SF/ne-resultan ser estadisticamente significativos (Figura 17).
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Figura 17. Expresion de BAK en células A549 expuestas a PMz2s. La gréfica
representa la media y la desviacion estandar (DE) ‘de/”3 experimentos

independientes. *P < 0.05; ANOVA de una via y prueba Dunnett:

Para la segunda proteina homologa pro-apoptética BAX, una proteina de 21
kDa, no presentd cambios en su expresion para las diferentes regiones y
temporalidades, aunque se observa una modesta disminucién en la expresién no

resulta estadisticamente significativo (Figura 18).
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Figura 18. Expresién de BAX en células A549”expuestas a PMzs5. La gréfica
representa la media y la desviacion< estandar (DE) de 3 experimentos

independientes. *P < 0.05; ANOVA de una via y prueba Dunnett.

La medicién de la expresion de proteinas es necesaria_para comprender la
biologia y generacion de enfermedades, por lo tanto, en cada ‘tejido, 6érgano o
sistema requiere que las proteinas no presenten dafio que modifique su expresion
o funcion. Hasta ahora hemos abordado algunos marcadores relacionados con la
proliferacion y la apoptosis en las que observamos cambios modestos, sin.embargo,
vale la pena cuestionarse si existen otros dafios por la exposicion de’,PM2s.
Finalmente, otro marcador de dafo lo representa, el MDA, generado por la
peroxidacién de acidos grasos polinsaturados. EI MDA que es altamente toxico y de

acuerdo a su vida media y su reactividad le permite actuar intra- y extra-celular
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interactuando con proteinas y ADN. Los resultados indican un incremento de los
niveles .de MDA en LAA-SF, UIZ-SC y PED-SC resultando estadisticamente
significative: Para las otras regiones también muestran un patron de incremento sin

resultar estadisticamente significativos.
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Figura 19. Niveles de MDA en células YA549 expuestas a PM2s. La gréafica
representa la media y la desviacion+ estandar+(DE) de 3 experimentos
independientes. *P < 0.05; ANOVA de una via y pruebasDunnett.
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IX. Discusion.

La relevancia del presente trabajo es la utilizacion de fluidos pulmonares
simuladas (AlF, SELF, ALF, GAMBLE) que asemejan las condiciones fisiologicas
que prevalecen en el pulmén y que permiten identificar la fraccién bioaccesible de
metales pesados/metaloides, que en distintos estudios no ha considerado. Lo
primero fue estableeeér los efectos citotoxicos que estos fluidos pueden ejercer en
las células de adenocarcinoma A549, que no ha sido evaluado para este modelo
celular. Posteriormenterdeterminar el efecto en la proliferacion, la apoptosis y el
dafo oxidativo provocadespor la fraccidén bioaccesible de PM2.5 obtenida con el fluido

pulmonar artificial SELF.

Los resultados de viabilidadycelular de la exposicion a los FPS, pueden afectar
la sobrevivencia a concentracionescelevadas. Para identificar que los efectos se
deban a la exposicion de PM2s en nuestro modelo celular, se utilizé el fluido SELF
al 5% el cual no representd ser'citotoxico.azesta concentracion y de acuerdo a los
resultados de bioaccesibilidad” esy-uno /de’ los mejores en la referente a la
identificacion de la composicién..elementalsde las PM2s. Se han disefiado
formulaciones de liquido pulmonar para-aproximarse a la composicion del liquido
extracelular como SELF, cuya composicion _quimica incluye surfactantes
pulmonares, proteinas de alto peso molecular y antioxidantes, ademas de los
componentes inorganicos que se encuentran en las formulaciones tradicionales
(Boisa et al. 2014). Por tal motivo distintas formulaciones'de’ FPS se han utilizado
para determinar el riesgo de los contaminantes para los seres humano. El contenido
de metales/metaloides en el material particulado es motivo de especial interés
debido a su contribucion a la toxicidad general, por tal motivo la bioaccesibilidad
utilizando FPS para identificar Fe, Mn, Zn, Ni, Cu, Sb, Mo, Cd y Pb,ha permitido
establecer el riesgo carcinogénico por la inhalacién a Mn y Cd (Hernandez-Pellon
et al., 2018).

Nuestros resultados indicaron que la exposicion de células A549 a PM25 no
favorece la proliferacién, sin embargo, sugiere que posiblemente las células entren

arresto celular. Estudios in vitro han demostrado que la PM puede inhibir el
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crecimiento celular, reduciendo la proliferacién y/o provocando la muerte celular. La
reduecion de la proliferacion se ha relacionado con una detencion en diversas
etapas «del ‘ciclo celular. La progresion del ciclo celular puede bloquearse y/o
retrasarse/en-respuesta a tensiones genotoxicas o a disfunciones estructurales de
diversas proteinas. Los puntos de control de integridad del ADN G1/S, G2/M y la
transicion metafase-anafase determinan el arresto del ciclo celular. Las proteinas
quinasas ATM (ataxiartelangiectasia mutada) y ATR (relacionadas con ATM y Rad3)
contribuyen a la respuésta al dafio del ADN y activan las proteinas quinasas del
punto de control Chk1/2; lo.que puede resultar en la detencién del ciclo celular por
una via dependiente o independiente de p53. Ambas vias regulan la actividad de
los promotores de transicion”G1/S o G2/M quinasa dependiente de ciclina
(Cdk)/ciclina, como Cdk1/ciclina*B4, que impulsa la progresion de G2 a la fase
mitética. En la via dependiente de"p53, Chk1/2 fosforila p53 (Ser 15) que inhibe
Cdk1/ciclina B1. En la via independiente de p53, Chk1/2 fosforila Cdc25 y Wee-1,
que cooperativamente reducen_lasactividad de Cdk1/ciclina B1, lo que lleva a la
detencion de G2 y previene la entrada en da mitosis (Longhin et al., 2013). Se ha
identificado que en macrofagos (RAW 264.7) expuestos a PM finas (1, 3 y 10
pg/cm?) indujeron la formacién de micronuclees.de forma dosis-dependiente y

disminuye la proliferacion celular (Poma et al., 20086).

Otro estudio, identific6 que las PM2s inhibio® lasproliferacion en células
epiteliales bronquiales humanas (BEAS-2B) al inducir.la detencién mitética.
Posterior al arresto del ciclo celular le siguié un aumento de las células mitoticas-
apoptéticas. Las PM2s se internalizaron en las células y se localizaron en organulos
laminares e incrementaron roturas de cadenas de ADN, dafos a mitocondrias y los
lisosomas, y en las células mitéticas presentaban cromosomas fragmentados
(Gualtieri et al., 2011). Por lo tanto, el arresto del ciclo celular inducidapor PM2.s
podria deberse a la regulacion negativa de la via de sefalizacion mTOR/RP7Z0S6K1
(Zhang et al., 2019).

Nuestros resultados indican que la expresion de la proteina anti-apoptética

BCL-2 no se modifica en células A549 por la exposicion de PM2.5 a excepcion en la
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region de Pedregal de la temporalidad seca caliente (PED-SC), donde se observd
un ineremento significativo. En el caso de las proteinas pro-apoptética BAK presenta
patrones” de' un modesto incremento y disminucion para las diferentes regiones y
temporalidades, sin resultar significativos y para el caso de BAX en patron general

fue un decremento en su expresion.

En un estudio,” las PM25 disminuyen notablemente la funcion pulmonar,
incluida la capacidad /pulmonar total, el volumen residual, la capacidad vital y la
resistencia de las vias_respiratorias en ratones experimentales, induciendo
notablemente respuestassinflamatorias, lesidon oxidativa y apoptosis, asi como las
PMz.5 aumentd la expresion-de interleucina (IL) -1B e IL-6 y la produccion de ROS,
identificando que la interrupcionyde la sefializacién de PISK/AKT/mTOR inhibe

eficazmente la apoptosis (Han et.al’; 2021).

Es importante recordar que las—experimentos del presente trabajo fueron
realizados en células A549 utilizando una.eoncentracion de 10 ug/ml de PM2s, una
concentracion sub-toxica, que nosqpermitieraevaluar los dafos iniciales provocados
por el material particulado. En-distintos™ trabajos in vitro se han utilizado
concentraciones altas de PMz5 (25-1600-ug/ml)_ donde incremento la apoptosis de
manera dosis-respuesta en células CHO de)ovario de hamster, ademas induciendo
la activacion de NF-kB (Peng et al., 2017).

En otro estudio, los macrofagos alveolares de ratas/Wistar expuestas a PM2s
(33, 100 o 300 pg/ml, 4 h) se incrementa la citotoxicidad al disminuir la viabilidad
celular y aumentar los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y las proteinas
relacionadas con la apoptosis X (BAX), caspasa-3 y caspasa-9; mientras que los
niveles de BCL-2 se regularon negativamente después de la expeosicion a PM2s
(Wei et al., 2021). La exposicion a PM2s induce la autofagia en células,BEAS-2B y
la inhibicion de REDD1/autofagia mejora el dafo a la viabilidad, la inflamacién y la
apoptosis (Li et al., 2021).
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Nuestros resultados mostraron un incremento de los niveles de MDA, un
biomarcador de dafio por estrés oxidativo en LAA-SF, UIZ-SC y PED-SC. En
generalsen, todas regiones y temporalidades del estudio se mostré un patron de
incremento.de este biomarcador, lo que sugiere dafios tempranos provocados por

una baja concentracion de PMzs.

La exposicion.aPMz5 (0-200 pg/ml) durante 24 h resulté en un aumento de los
niveles de ROS y de MDA, asi como una disminucion de la actividad de superoxido
dismutasa (SOD) y mayor dafio al ADN y apoptosis. Ademas, la expresion de
citocromo C, caspasa-3-y caspasa-9 también aumentd proporcionalmente con la
dosis de PMz5 (Hu et al., 2017). En otro estudio, la exposicién a PM2.5 incrementa
los niveles de MDA y de mediadores pro-inflamatorios, incluidos la interleucina 6
(IL-6), IL-8 y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), acompafados por
disminuciones en las actividades de'SOD, Na*K*-ATPasa y Ca 2+ -ATPasa en la

mucosa nasal de rata (Guo et al;, 2017).

El nivel sérico de MDA es” umbiomarcador potencial en el carcinoma ocular
primario (CCR) (Maurya et alk;,..2021) sdonde se encontraron niveles
significativamente mas altos de MDA"en-pacientes,con CCR en comparacion con
pacientes sanos, asi como en pacienhtes consenfermedad metastasica en
comparacion con aquellos sin metastasis, asociandose.que la progresion del CCR
es debido a los niveles séricos de MDA (Rasic et al., 2018). En pacientes con cancer
de mama, los niveles plasmaticos de MDA fueron significativamente mas altos que
en los pacientes sanos (Gonenc et al., 2001). En pacientes con)cancer de pulmén
los niveles de 8-oxodG y MDA fueron significativamente mayores\y las actividades
de SOD y glutatidon peroxidasa de glébulos rojos fueron significativamente menores
en pacientes sanos, sugiriendo que un mayor estrés oxidativo podriardesempefar
un papel en la patogénesis del cancer de pulmén, como lo demuestra un
desequilibrio oxidante/antioxidante a favor de la peroxidacioén lipidica y el dafo del
ADN (Peddireddy et al., 2012).

Se encontrd una correlacién positiva estadisticamente significativa entre el

tamano de la neoplasia y el nivel sérico de MDA en pacientes con cancer de vejiga,
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sugiriendo que el nivel sérico de MDA podria desempeiar un papel importante como
biomarcador en el diagnéstico del cancer de vejiga (Lepara et al., 2020). Los niveles
séricos«des MDA y GSSG fueron significativamente mas altos en pacientes con
cancer degama. Los niveles séricos de GSH, TAC y la relacion GSH/GSSG fueron
significativamente mas bajos en pacientes con cancer de mama que en los
controles, indicando_que los niveles elevados de MDA y GSSG vy los niveles
reducidos de GSH, FAC y la relacion GSH/GSSG aumentan significativamente el
riesgo de cancer de mama (Hewala et al., 2019). Se ha indicado que el estrés
oxidativo se considera(un.componente importante de varias enfermedades, sin
embargo, es complicado obtener conclusiones generales sobre la importancia de
los biomarcadores de estrés\oxidativo, ya que para algunas enfermedades se han

logrado identificar y ser utilizados para el diagnostico clinico (Frijhoff et al., 2015).

Los resultados del presente.trabajo muestran patrones diferentes de la
respuesta de la viabilidad celular; la expresion de proteinas y el dafio oxidativo, para
cada una las regiones y temporalidades. En primera instancia podria deberse a la
composicidén quimica de las particulas PMz:s.edomo sugieren los resultados de ICP-
MS y ICP- OES, siendo heterogénea dependiendo de la zona geografica de donde
se emiten, asi como de las reacciones fotoquimicas que se producen y la dispersion
a otras zonas. De acuerdo a la informacién oficial de la emisién de PMz.s durante
las temporalidades de noviembre de 2021 a abril de 2022 'de la Red Automatica de
Monitoreo Atmosférico (RAMA), se presentdé una mayor.emision de PMzs en la
temporalidad seca fria, caracterizada por lluvias escasas y bajo, flujo de viento, en

las tres zonas geograficas del estudio (anexo 3).

En cuanto a la temporalidad, se ha identificado que hay meses delano donde
las condiciones climaticas que prevalecen afecta la dispersion y depeosicion de los
contaminantes atmosféricos incluyendo las PM25s. La AMCM cuyos limites estan
delimitados por cuatro masas montafiosas que forman una cuenca con hondonadas
y llanuras. Ademas, la Ciudad de México es el principal centro industrial delPais
con mas de 46.000 industria que ha registrado un aumento de le emison de

contaminates, posiblemente debido al aumento del parque vehicular. Se ha
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determinado que en el noroeste de la ZMCM existe una mayor concentracion de
PMzs“durante la temporada de lluvias que en la temporada seca (Falcon et al.,
2014).

De acuerdo al modelado de rosas de vientos de las temporalidades de
noviembre de, 2021 a abril de 2022 en las regiones geograficas de coleccién de
PMz5, de los registros oficiales de la Red de Meteorologia y Radiacion Solar
(REDMET). La preseneia de flujo del viento proviene de la direccion noroeste desde
el Estado de México'y el estado de Hidalgo hacia la zona norte de la ciudad de
México, y se distribuyen‘hacia la region sur y sureste. Es importante mencionar que
la zona norte de la ciudad“que colinda con el estado de México presenta una

actividad industrial importante”(anexo 4).

La Ciudad de México es posee\microambientes con distintas caracteristicas
geomorfoldgicas en las que las condiciones pueden cambiar de un lugar a otro. Se
ha identificado que la distribu€ién espacial-de PM25 resulta ser baja en la zona de
Xochimilco, ubicada en la parte Surde la cuenca. Esta zona es una de las regiones
menos contaminadas de la ciudad. Esto podria estar relacionado con los altos
niveles de humedad debido a la cantidad-de lagas,canales y arboles. La distribucion
espacial de PM2s estuvo entre las mas altas'en la delegacién de Iztapalapa, ubicada
en la parte sureste, con una alta densidad poblaciemaly su particular topografia
consistente en una pequefa formacion montafosa. La distribucion espacial de PM2.s
en las partes occidental y noroeste de la cuenca fue la masralta. Esta regién tuvo
niveles de humedad relativamente altos, la densidad poblacional es baja y hay una
densidad de arboles relativamente grande. La alta distribucion espacial de PMzs
encontrada en Tlalpan, ubicado en la parte suroeste. El flujo del vientotiende a ir de
norte a sur, por lo que los contaminantes son transportados hacia el sur, sugiriendo
que en la region sur/suroeste de la cuenca, la distribucion espacial de PM2s es

mayor durante la tarde (Balino et al., 2019).

Es importante considerar que durante el transcurso del tiempo la emision de
los contaminantes puede variar, por lo que es necesario la cuantificacion periddica

de la composicion elemental. Por ejemplo, los cambios demograficos en la zona
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suroeste de la ciudad, y la presencia de Pb, que podria atribuirse a una fuente local.
(Herndndez-Lépez et al., 2021). Otra variable importante que se debe considerar
son las”condiciones climaticas que prevalecen durante el dia, donde se ha
observadao’enlas mafanas una mayor masa de PMz.5 y PM1o, aerosoles inorganicos
secundarios\y‘concentraciones de carbono, probablemente debido a una inversion
superficial pocoyprafunda y al trafico en las horas pico (Chow et al., 2002). Como se
ha mencionado, essimportante determinar la composicion elemental de PM25 de
manera periddica, yasque pueden variar de una zona a otra. En un estudio donde
se colectaron dos conjuntos’de muestras de PM2s en el sitio de la Merced ubicado
en el centro de la Ciudad de México se identificaron la presencia de S, Cl, K, Ca, Ti,
Mn, Fe, Cu, Zn y Pb en la mayoria de las muestras, sin embargo, la presencia de
estos componentes puede ser diferente durante el trascurso del tiempo debido a los
cambios en las fuentes de emisién (Aldape et al., 2005). En 2019 se registraron mas
de 7 mil incendios forestales en. México, afectando a casi 640 mil hectareas. Las
columnas de quema de biomasa.afectaren a la Ciudad de México incrementando
aproximadamente el doble de los\niveles de PMzs, superando los estandares de
calidad del aire del pais. Las concentracianes promedio de PM25 (29.4 + 7.2 uyg m=3)
aumentaron subitamente a 65.1 £ 13.641g,m™3, debido a estas severas condiciones

de contaminacion la visibilidad se redujocerca del 80% (Carabali et al., 2021).
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X. Conclusiones y Recomendaciones.

» Se utilizaron los fluidos pulmonares simulados (AlIF, SELF, ALF,
GAMBLE) que replican las condiciones fisiolégicas que prevalecen en los

pulmones, para evaluar actividad biolégica de PM2:s.

> Los. fluidos pulmonares simulados (AlIF, SELF, ALF, GAMBLE)
modifican modestamente los cambios en el pH en los cultivos de células A549.
El uso del fluido’AlF decremento el pH (condiciones acidas), comprometiendo

la viabilidad celular:

> Los ensayos de .ijabilidad celular permitieron seleccionar al fluido
SELF, para los ensayos desbioaccesibilidad y para la exposicion de células
A549 a PM2s.

> Los ensayos de inmunodeteceion indican que la exposicion a PM2.s no
modificd la expresiéon del marcador de.praliferacion PCNA, la proteina anti-
apoptética BCL-2 incrementd significativamente en la region de PED-SF, la

expresion de las proteinas pro-apoptéticas BAK y BAX no se modificaron.

> Los niveles del marcador de lipoperoxidagion, MDA incrementd en
LAA-SF, UIZ-SC y PED-SC por la exposicion a PMz.5:

> Los resultados a la exposicion sugieren el arresto.del ciclo celular y
favorecen la evasion de la apoptosis e incrementan la lipoperoxidacion,
indicando danos tempranos a bajas concentraciones de” PM2s a una

exposicién aguda.
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Recomendaciones:

> Es necesario evaluar otras vias de sefalizacién reguladas por las
PM25 como es el caso de la respuesta antioxidante, el dafo genético, la
angiegenesis o la transicion epitelio mesenquima, debido a que son

importantes en la progresion de cancer.

> Evaluar-el dafio provocado por las PM25 a concentraciones elevadas
(dosis-respuesta), ‘debido a que la proyeccion en los préximos afios es un

incremento de los Contaminantes presentes en el aire.

> Cuantificar la generacion de ROS ya que los afectos observados son
atribuibles a la fraccién soluble de PM25 que contiene metales pesados que

favorecen un incremento del esirés oxidativo.

> Evaluar los efectos.de la=fraccion organica contenida en las PMzs
debido a que otros componentes comorlos HAP y COV, en bajas contracciones

pueden regular varias vias de sefializacién.

> Determinar los efectos de PM2s en modelos 3D como los esferoides o
el método de la interfaz aire-liquido (ALI) que permiten una mejor aproximacion
de las caracteristicas morfologicas e histologicas dedas células del epitelio de

las vias respiratorias in vivo.
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XIl. Anexos.

Anexo 1. Normas oficiales mexicanas (NOM) para contaminantes criterio.

Contaminante~, Exposicion Valor limite (indicador de evaluacién)

NOM

Aguda 75 pg/m? (promedio 24 h)
PMy,
Crbnica 40 pg/m3 (promedio anual)
NOM-025-SSA1-2014
Aguda 45 pg/m3 (promedio 24 h)
PM_.5
Cronica 12 pg/m3 (promedio anual)
0.095 ppm (promedio 1 h)
Os; Aguda NOM-020-SSA1-2014
0:070 ppm (promedio 8 h)
Aguda 524 jug/m3 (promedio 8 h)
SO Aguda 288 g/m3(promedio 24 h) NOM-022-SSA1-2010
Crénica 66 Pg/m3(promedio,1-afio)
NO; Aguda 395 ug/m®(promedio.4'h) NOM-023-SSA1-1993
co Aguda 12,595 ug/m3 (promedio 8+h) NOM-021-SSA1-1993
Pb Crénica 1.5 ug/m3 (promedio 3 meses) NOM-026-SSA1-1993
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Oexo 2. Descripcion general del desarrollo experimental.

2




Anexo 3. Concentracion de PM2s del periodo de estudio. Los datos fueron

obtenidos de los registros oficiales de Bases de datos-Red Automatica de Monitoreo

Atmosféfico® (RAMA). http://www.aire.cdmx.gob.mx. Cortesia Dr. Jesus Valencia
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SC (ug/m3)  “SF(ug/m?)

Minimo 2 3
Maximo 41 51
Promedio 16.94 19.32

NOTA: La estacion de LAA no reporta las concentraciones PM:s las temporalidades del estudio. Por
lo tanto, se consideraron los valores oficiales reportados para la estacion Camarones de la alcaldia
Azcapotzalco, ubicada en la zona geografica norte de la Ciudad de México.
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Anexo 4. Modelado de rosas de vientos. La simulacion de los vientos fue
realizada de las temporalidades de noviembre de 2021 a abril de 2022 en las
regiones’ geograficas de coleccion de PM2.s. Adaptado de los registros oficiales de
Bases de.-datos- Red de Meteorologia y Radiacion Solar (REDMET),

http://www.aire.cdmx.gob.mx.  Cortesia Dr. Jesus Valencia Cervantes.
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NOTA: La estacion de Pedregal no reportd la direccion y velocidad de vientos durante las
temporalidades de la coleccién de PM2s del estudio realizado. Por lo tanto, se consideraron los
valores oficiales reportados para la estacion Benito Juarez, en la delegacion del mismo nombre,
ubicada en la zona geografica sur de la Ciudad de México.
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Anexo 5. Composicion elemental de los FPS.

Compuesto AIF SELF ALF GAMBLE
MgCla6H20 (mg L") 203 200 50 203
NaCl (mg L=1) 6193 6020 3210 6019
CaCl2.2H20 (mg L") 368 256 128 368
Na2S04 (mg L) 71 72 39 71
Na:HPO4 (mg L) 142 150 71
NaH2PO4.H20 (mg L) 142
NaHCOs (mg L") 2604 2700 2604
H2CeHs07Na.2H20 (mg L") 77 97
NH2CH2COOH (glicina) (mg L) 376 59

L-Cisteina (C3H7NO2S) (mg L") 122

DPPC (dipalmitoil fosfatidil colina) (mg'L™") 100 N
CH3COONa.3H20 (mg L") 952 953
HOC (COONa).2H20 (mg L") 97

KCIl (mg L") 298 298 298
Acido ascérbico (mg L") 18

Acido urico (mg L) 16

Glutation (mg L) 30

Albumina (mg L") 260

Mucina (mg L") 500

NaOH (mg L") 6000

Acido citrico 20800

Lactato de sodio 85

Piruvato sddico 86

Ph 7.4 7.4 4.5 73-7.4

AlIF: Fluido Intersticial Artificial (Stopford et al., 2003), SELF: Fluido Pulmonar Epitelial
Simulado (Boisa et al., 2014); ALF: Fluido Lisosomal Artificial (Colombo et al.,"2008);
GAMBLE (Moss 1979).
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