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RESUMEN

Las partietitas PM2s tienen un impacto importante en la salud debido a su capacidad de
llegar a los.alveolos pulmonares. Las interacciones entre sus componentes quimicos y
los sistemas hielégicos juegan un papel crucial en el desarrollo de enfermedades
cardiopulmonares#y.cancer de pulmén en personas expuestas a ellas. Sin embargo, los
efectos nocivos de las PM2s no solo dependen de sus concentraciones y de los
componentes peligrosos provenientes de diversas fuentes, estan ademas determinados
por las fracciones bioaccesibles. Este trabajo empleé el fluido pulmonar epitelial simulado
(SELF) como vehiculo paras€evaluar los componentes biodisponibles de las PM2sy su
efecto en la induccion de estrés.oxidante en las células y la transicion de células de un
estado epitelial a un estado mesenquimal ante la exposicion a células de epitelio alveolar
humano A549. Se expusieron células-A549 en monocapa, por 24 horas, a 10 yg/mL de
PMzs disueltas en solucién SELF, provenientes de tres regiones de la ciudad de México:
estacion pedregal (PED), unidad de monitoreo Iztapalapa (UlZ) y laboratorio de analisis
ambiental del norte (LAA); y de dostemporalidades: seca caliente (marzo-agosto) y seca
fria (noviembre-febrero) del 2022. Se‘evalud la viabilidad celular por el método de MTT,
se determiné la ICso, la expresion de proteinas de estrés oxidante (SOD2, y-GCS, pNrf2,
NF-kB, HMGB1) y de la transicion epitelio mesénquima (CK-acida, E-cadherina,
vimentina, a-SMA) por el método de western’blot. Seencontrdé que la exposicion a los
componentes del PM2s disuelto en SELF induce dafio oxidante y transicion epitelio
mesénquima parcial dependiente de la temporalidad y zona‘de’colecta del PM, lo cual se
puede atribuir a la variabilidad en su composicién. La mayor ‘expresion de marcadores
de estrés oxidante se observé durante la temporalidad seca-fria edn-tespecto a la seca-
caliente, activAndose diferente via de defensa contra el dafio generado:, Mientras que,
para la TEM, lo mas destacado se aprecio en la temporalidad seca-caliente.con respecto
a la seca fria y, finalmente, las particulas provenientes de las estaciones-RPRED y LAA
generan mayor respuesta celular, siendo UIZ la aparentemente manejable para la célula,

en los parametros analizados.

Palabras clave: PM2s, Material particulado 2.5; estrés oxidante; transicion epitelio-

meseénquima, cancer de pulmaon, soluciones artificiales



ABSTRACT:

PMzs pasticles have a significant impact on health due to their ability to reach the lung
alveoli. Interactions between their chemical components and biological systems play a
crucial role inthe, development of cardiopulmonary diseases and lung cancer in people
exposed to them’~However, the harmful effects of PM2s not only depend on its
concentrations and.the*hazardous components coming from various sources, they are
also determined by the bioaccessible fractions. This work used simulated epithelial lung
fluid (SELF) as a vehicle_te evaluate the bioavailable components of PM2s and its effect
on the induction of oxidant'stress in cells and the transition of cells from an epithelial state
to a mesenchymal state upon”exposure. Human alveolar epithelial cells (A549) were
exposed in monolayer, for 24 hours,~to 10 yg/mL of PM2s dissolved in SELF solution,
from three regions of Mexico City:sPedregal station (PED), Iztapalapa monitoring unit
(U1Z) and laboratory northern environmental analysis (LAA); and two temporalities: hot
dry (March-August) and cold dry (November-February) of 2022. Cell viability was
evaluated by the MTT method, the 1€so, the expression of oxidant stress proteins (SOD2,
y-GCS, pNrf2, NF-kB, HMGB1) and jepithelial-mesenchymal transition (CK-acid, E-
cadherin, vimentin, a-SMA) were determinéd by the'western blot method. ltwas found that
exposure to the components of PMzs dissolved in SELF induces oxidativedamage and
partial epithelial-mesenchymal transition dependent{on the timing and area of PM
collection, which can be attributed to the variability in" its~composition. The greatest
expression of oxidant stress markers is observed during thegdry-cold season compared
to the dry-hot season, activating a different defense pathway~against the damage
generated. While, for the TEM, the most notable was seen in the hot=dry temporality with
respect to the cold dry one and, finally, the particles from the PED and LAA stations
generate the greatest cellular response, with UIZ being the one that was apparently

manageable for the cell, in the analyzed parameters.

Keywords: PMzs; Particulate matter 2.5; oxidative stress; epithelial-mesenchymal

transition; lung cancer; artificial solutions.
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.~ INTRODUCCION

La contaminacion del aire se ha vuelto un factor de riesgo para la salud en todo el
mundo, por ser una de las principales causas de muerte a nivel mundial debido al
aumento en la<incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer de pulmoén y
neumopatias crénicas y agudas. Se estima que en 2019 la contaminacién del aire
ambiente (exterior)prevoco 4.2 millones de muertes prematuras a nivel mundial (OMS,
2022). ElI material particulado (por sus siglas en inglées PM) es de los principales
indicadores de contaminacion el aire, debido a la variedad de estudios cientificos que
han demostrado los efectos/adversos para la salud asociados a la exposicion cronica y
aguda a este contaminante. El.material particulado estd conformado por una mezcla
compleja de compuestos en estade liquido o soélido, constituida a su vez por elementos
guimicos y bioldgicos, como metales*pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP), los cuales se asocian con dafio'exidante a nivel celular. EIPM tiene origen natural
cuando proviene de las erupcienes volcanicas, incendios forestales o erosion, y
antropogénico cuando se origina de”emisiones_derivadas de la industria. A su vez, se
clasifica como fuente primaria si las‘particulas-se emiten directamente a la atmosfera y
secundarias si se forman en la atmésfera mediante \procesos de conversién de gas a
particulas. De acuerdo a su diametro aeredinamico) éstas se clasifican en PMuio,
particulas menores o iguales a 10 micras; PMzs, particulas menores o iguales a 2.5
micras también llamadas particulas finas y; PMo.1, menores o‘iguales a 0.1 micras (NOM-
025-SSA1-2021, 2021). Su tamafio es la caracteristica fisica)la mas relevante para
establecer su toxicidad debido a que entre mas pequefias, pueden_penetran hasta el

espacio alveolar del pulmoén (Poblano Bata, 2018).

Para evaluar la biodisponibilidad de los metales asociados con PM, recientemente se
han desarrollado varios fluidos pulmonares simulados como herramientas,in vitro para
predecir la bioaccesibilidad por inhalacion, un avance importante mas‘alla de las

pruebas tradicionales de solubilidad en agua (Luo et al., 2019).

Distintos estudios han demostrado que el estrés oxidante desempefia un (papel
fundamental en la citotoxicidad inducida por PM2zs (Jones, 2008; Sies, 2015). Por etr0

lado, el proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM) establecido como la pérdida



de fenotipos epiteliales y adquisicion de fenotipos mesengquimatosos como respuesta a
un estimulo interno o externo, esta relacionado a la invasion y metastasis del cancer
debido al+4mpulso critico y potencial para el inicio y la progresion del tumor (Bernal et
al., 2019). Diversos estudios han reportado que la exposicion in vitro tanto aguda como
crénica a concentraciones medias y altas de PMzs genera cambios caracteristicos en la

expresion génica de los,marcadores TEM y en factores transcripcionales.

Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual la exposicion a PMzs contribuye a las
alteraciones que promueven.el cancer de pulmén no se ha dilucidado por completo. Por
otro lado, se desconoce cuénto de los componentes de PM:s se retiene en el tejido o
cual de los elementos esta relacionado con la promocion del cancer de pulmén y la
bioaccesibilidad pulmonar ha sido poco indagada en la udltima década. Pocos
investigadores han decidido cambiar.los métodos tradicionales de exposicion de
contaminantes hacia el uso de fluidos: artificiales de pulmén, los cuales pretenden de
manera general simular las condiciones fisiglégicas naturales, proporcionando una
estimacion de la cantidad de metal dispanible para la absorcién en el torrente sanguineo
(Julien et al., 2011).

Por tanto, es de interés para este ‘proyecto ‘evaluar el efecto citotoxico de la
biodisponibilidad de metales-metaloides del PM2.s en €l fluido pulmonar simulado SELF

en la linea celular A549.



Il. ANTECEDENTES.

2.1. Antecedentes internacionales

La exposicion aguda y cronica a particulas atmosféricas de tipo PM2s esta clasificada
como factor de riesgo ambiental para la salud (Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (EPA#2022). Segun estudios epidemioldgicos, el PM25 estd asociadoa
la muerte prematura debido a enfermedades como la cardiopatia isquémica, accidentes
cerebrovasculares, caneer_de pulmén, enfermedad pulmonar obstructiva cronica e
infecciones respiratorias (Becerra Pérez & Ramos Alvarez, 2020). De acuerdocon la
Organizacion Mundial de la*Salud (OMS), en 2016 alrededor de 249 mil muertes
prematuras fueron atribuibles a”la’eontaminacion del aire exterior y cerca de 83 mil
muertes prematuras fueron imputables a la contaminacion del aire debido al uso de
combustibles sdlidos en la vivienda en-las\Américas (OMS, 2016).

La toxicidad de PMzs se ha asociado con la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los
componentes de las particulas y_ambos conceptos estan relacionados entre si. La
biodisponibilidad es el grado en que una sustancia alcanza circulacion sistémica e
incluye el metabolismo, el transporte y ladistribuCidn tisular; mientras que el término
bioaccesibilidad indica la disponibilidad in. vitto que” tiene el compuesto al organismo
cuando es disuelto en un fluido (Julien et al.;”2011). Todo.componente, soluble en agua
0 en grasas, puede interactuar con el epitelio respiratoriosEntre ellos, los metales y
metaloides, forman parte de los compuestos solubles ‘en’agua, participando en
reacciones oxidorreductoras que aumentan el proceso inflamatorie.y el estrés oxidante.
Estos elementos estan relacionados a su vez con un mayor dane en,macromoléculas,
como las proteinas y el ADN (Luo et al., 2019). La Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) reporté que ‘en el 2010 hubo
223000 muertes por cancer de pulmon en todo el mundo por la contaminaeién del aire
y ha clasificado a dicho contaminante dentro del Grupo 1, carcinégeng~para los
humanos (Kelland, 2013). Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual la expasicion
a PMzs contribuye a las alteraciones que promueven el cancer de pulmoén no se.ha
dilucidado por completo y se desconoce cuanto de los componentes de PMzs se retiene

en el tejido o bien, cual de los elementos esta relacionado con la promocion del cancer
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de pulmon.

En un estudio realizado en Reino Unido, donde buscaban evaluar el contenido de plomo
(Pb) pseudotetal, se aplicé un fluido pulmonar de epitelio simulado in vitro (SELF), los
resultados indiearon un bajo potencial de bioaccesibilidad por inhalacién de Pb en
muestras de polvo.de calles urbanas cuando se modelan utilizando las condiciones de
pH neutro de la solucién (Dean et al., 2017).

Por ello, es de nueswoninterés evaluar la bioaccesibilidad de metales-metaloides de

PMzs en el fluido artificiaksimulado y su efecto citotoxico en la linea celular A549.

2.2. Antecedentes nacionales

En 2017, la Clinica del Pulmon deNnstituto Nacional de Cancerologia (INCan) advirtio
gue el cancer de pulmon era la primera-causa de muerte por cancer en México y en el
mundo (Secretaria de Salud, 2017). Para el afio 2020, en el pais se presentaron
alrededor de 7,588 casos nuevos‘y'casi el mismo numero de muertes por estaneoplasia,

como se muestra en la Figura 1 (Bray-et al., 2018).

Numero estimado de casos de incidencia y muertesien México, de ambos sexos y todas las
edades pordistintos.canceres.
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Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad por distintos canceres. NUmero
estimado de casos de incidencia y muertes en México, de ambos sexos y todaslas

edades por distintos canceres. Fuente: (Bray et al., 2018)

En un estudio realizado en las tres ciudades mas importantes del Estado de Sinaloa
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México,para 2017, se reportd que éstas sobrepasaban la concentracion promedio anual
de PMes@._los limites maximos recomendados por la norma internacional de la OMS y
la Norma Oficial Mexicana NOM-025-SSA1-2021. Asimismo, estimaron que las muertes
totales evitables tan solo en las tres principales ciudades de dicho estado serian de 354
si cumpliera con‘la normativa de la OMS y 261 con la Norma Mexicana, respectivamente

(Becerra Pérez & Ramos Alvarez, 2020).

En México, la NOM-025:8SA1-2021 establece como limite maximo permisible para el
PM2s de 41 pug/m® en Unypromedio a 24 h, y 10 yg/m?3 en un promedio anual. En la
Ciudad de México (CDMX), las concentraciones promedio de PM2s superan las
establecidas por la normativa_nacional (figura 2) y las establecidas por la OMS,
aumentando el riesgo para la”salud especialmente de los grupos susceptibles y

vulnerables.



Cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana para PMa.s
(Datos del monitoreo manual)
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Figura 2. Cumplimiento de la Norma-Oficial.-Mexicana para PM2.5 (datos del
monitoreo manual 2022). Los datos de la‘calidad del-aire en los ultimos 20 afios indican
gue el valor del percentil 99 del promedio de 24 horas superalos 41 pg/ms delvalor limite del
promedio de 24 horas, a excepcion del 2020, y el valor limite‘del promedio anual sobrepasa
los 10 pg/m3 permisibles conforme a la NOM-025-SSA1-2021. Fuente: (INECC, 2022).
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2.3. Antecedentes regionales del area de estudio

Las estaciones de monitoreo de la calidad del aire que integran el Sistema de Monitoreo
Atmosféricosestan distribuidas en las distintas alcaldias de la CDMX, que se divide en
cuatro zonas:norte, sur, centro-poniente y oriente (Figura 3). Las estaciones de interés
para este proyecto‘son la UlZ (UAM Iztapalapa), PED (Pedregal) y LAA (Laboratorio de
Andlisis Ambiental))que se encuentran ubicadas en las alcaldias Iztapalapa (zona
oriente), Alvaro Obregén (zona centro) y Gustavo A. Madero (zona norte),
respectivamente. Para dichas estaciones son importantes las emisiones de particulas
generadas por ramas industriales como la industria quimica, del papel y metalica; asi
como, las emisiones contaminantes generadas en las vialidades altamente
congestionadas y la fabricacionsde-productos a base de minerales no metalicos y las

actividades agricolas por el movimiente de tierra durante la labranza (Roldan, 2016).

CENTRO-PONIENTE
Cuauhtémoc
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Azcapotzalco
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Cuajimalpa

arwnpE

NORTE
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Venustiano Carranza
Iztacalco

SUR
9« Benito Juarez
10. €oyogacan
11. Tlalpan
12. Magdalena Contreras

PONIENTE
13. Iztapalapa
14. Tladhuac
15. Xochimilco
16. Milpa Alta

QN o

Figura 3. Distribucion de las alcaldias por zona de la Ciudad de México. Fuente: (Sierra,
2014).

Ademas de la ubicacion geogréfica, la temporalidad es un factor que puede propiciar
mayor 0 menor concentracion de contaminantes entre las distintas épocas del afio; con

excepcion de la temporada de lluvia, de junio a septiembre, el resto del afio la CDMX
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es susceptible a altos niveles de contaminacion. Durante los meses célidos de la
temporada seca caliente (marzo-agosto), el ozono y los aerosoles secundarios son los
principalessfesponsables del deterioro de la calidad del aire, mientras que la temporada
seca fria que‘es en el invierno (noviembre-febrero) son las particulas suspendidas las
gue reportan mayores concentraciones (INECC, 2022).

En un estudio realizado en la CDMX en el periodo de abril del 2006 a febrero de 2007
donde se evalué la variacion temporal de hidrocarburos aromaticos nitropoliciclicos en
PMioy PM2srecolectados en el norte de la ciudad, se encontrd una concentracion anual
media de 38.6 ug / m® para PM2.s5, ademas de una concentraciéon de materia organica
extraible con solvente (SEOM) con variaciones relacionadas con la época del afio y el
tamafio de particula; siendo mayarel porcentaje de SEOM en PMzs, durante la estacion

de seca-fria (Valle-Hernandez et al.y2010).
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. MARCO TEORICO.

3.1. Contaminacion atmosférica

La contaminacion del aire es un problema de salud publica a nivel mundial, sobre todo
en paises industrializados. En ella se encuentra presente el contaminante criterio
llamado material particulado (PM) para el cual se ha demostrado que la exposicion
aguda y crénica a las/particulas finas (PMzs) esta asociada con el aumento de
enfermedades no transmisibles como infecciones respiratorias, enfermedades
cardiovasculares, accidentes’cerebrovasculares y cancer de pulmon (Arias-Pérez et al.,
2020; Turner et al., 2011).

Los contaminantes criterio son aquellos que cuentan con una normay se utilizan como
indicadores de la calidad del aire."Las normas se crean conforme a su impacto en la
salud o el medio ambiente. Actualmente’se miden de manera continua en la Ciudad de
México siete contaminantes criterig: ozono (Os3), didxido de azufre (SOz), mondxido de
carbono (CO), diéxido de nitrogeno(NO2), PM1o, PMzs, y plomo (Pb) (INECC, 2022).

3.2. Material particulado (PM)

El PM se compone de una mezcla compleja de sustancias en estado liquido o sélido,
constituida a su vez por elementos quimi€os y biolégicos, como metales pesados,
materiales carbonosos como hollin de diésely el polvo de la agricultura y las particulas
resultantes de procesos productivos, variedad de compuestosiorganicos como polen de
plantas, esporas y microorganismos (virus, bacterias, hongos)'o componentes, como
los lipopolisacaridos (LPS), que juegan un papel esencial en la inflamacion, compuestos
volatiles e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) los cuales se.asocian con dafio

oxidante a nivel celular (Arias-Pérez et al., 2020).

De acuerdo con su didmetro aerodinamico, el PM puede clasificarse ‘en” menores o
iguales a 10 micras (PMaio), en menores o iguales a 2.5 micras (PMzs) y-menores o
iguales a 0.1 micras (PMo.1). El diametro aerodinamico es un parametro importante)para
caracterizar el comportamiento de las particulas en la atmésfera, y también determina
su capacidad de penetracion y retencion en diversas regiones de las vias respiratorias
(NOM-025-SSA1-2021, 2021).
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Se conoee como PMzsa las particulas con un diametro aerodinamico igual o menor a
2.5 micrémetros, siendo esta caracteristica fisica la mas relevante para establecer su
toxicidad; lo anterior se debe a que las particulas que miden menos de 10 micrémetros
preponderan/en.la fraccién respirable y penetran hasta el espacio alveolar del pulmén
(NOM-025-SSA1-2014, 2014). Ademas, las PM2s son toxicolégicamente relevantes
debido a la naturaléza heterogénea y compleja de sus constituyentes, asi como a los
tipos de interacciones (aditivas, sinérgicas y antagonicas) entre estos compuestos y los

sistemas bioldgicos (Poblano Bata, 2018).

Por su origen, se puedensclasificar como naturales, provenientes de erupciones
volcénicas, incendios forestaleSy erosion del suelo, etc., o antropogénicas como las
emisiones de la industria, el transporte y la ignicion de combustibles fosiles, entre otras.
Ademas, pueden clasificarse comosprimarias, aquellas producidas directamente por
alguna fuente contaminante, o secundarias, las que se forman en la atmosfera, como
resultado de la interaccién quimica entre gases y particulas primarias (Andrade Oliva,
2021; NOM-025-SSA1-2014, 2014).

3.3. Toxicocinéticadel PM2s

La facil absorcion de los compuestos que’tamponen.el PMzs en el epitelio respiratorio
esta directamente relacionada con la liposolubilidad-de sus componentes. Se ha
observado que la membrana celular de las células del-€pitelio alveolar es la mejor
barrera para los compuestos organicos no polares, los cuales‘tienen un acceso limitado
debido a las uniones estrechas de la membrana celular y-al tamafio de los poros
(Poblano Bata, 2018).

El epitelio alveolar consta de células tipo | y tipo Il. Las células epiteliales alveolares tipol
son células especializadas para el intercambio de gases y no son metabdlicamente
competentes, las células epiteliales alveolares tipo Il son metabdlicamente-activas, es
decir, llevan a cabo diversas funciones fisiolégicas y biolégicas. Por lo tanto, los.Cambios
en las células alveolares Il perjudican el funcionamiento normal de todo el epitelio

alveolar. Los principales mecanismos propuestos para explicar los efectos toxicoes_de
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PM:zs son la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), estrés oxidante,
inflamacion y la alteracion de la funcidon mitocondrial o de la NAD(P)H-oxidasa (Andrade
Oliva, 2021; Poblano Bata, 2018).

La toxicocineticade PMzs esté influenciada por factores intrinsecos (de la particula) y
extrinsecos (propios del individuo). Los primeros incluyen factores fisicos como la forma,
el tamafo, la densidad, la higroscopicidad y la carga de superficie de la particula.
Asimismo, su cinéticaly deposito también estan influenciados por los factores bioldgicos
del organismo huésped‘eomo: el patrén de respiracion (volumen y ritmo respiratorio),
ruta de respiracion (nasal w’oral) y anatomia de las vias respiratorias. El depdsito de
estas particulas en el tracto-respiratorio ocurre principalmente mediante cinco
mecanismos: impactacion, sedimentacion, difusién, intercepcion y atraccion
electrostética (Debray Garcia, 2010;Poblano Bata, 2018).

En general, los diversos estudios sobresla‘constituciéon de PM:zs ligada con la toxicidad
de las células A549, han demostrado que-elextracto soluble en agua, los metales de
transicion y los compuestos organicos pueden causar citotoxicidad, incluida la
disminucién de la actividad celular y=genera unsaumento de la reaccion inflamatoria.
Ademas, el dafio a la membrana celular ya ultraestructura celular de las mitocondrias
es igualmente uno de los aspectos mas importantes de‘la citotoxicidad (Jia et al., 2017).
Jia y colaboradores (2017) aseguran que los‘ingredientes.erganicos, como los HAPs y
el carbon,juegan un papel destacado en la genotoxicidad y’'los efectos inflamatorios
respectivamente; en cambio, los componentes metalicos” ofrecen una mayor
contribucién al dafio oxidante y los componentes inorganicos no metéalicos proporcionan

una reduccioén de la viabilidad.

3.3. Linea celular A549

La linea celular A549, son células epiteliales alveolares de tipo Il cuyo .erigen es del
pulmén de un hombre blanco de 58 afios con carcinoma (ATCC, 2022); su repraduccion
es rapida ya que la poblacion se duplica en 22 horas formando una monocapa'ya. que
son células adherentes (Vizcarra Valdés, 2016).

Este tipo de célula en un pulmdn normal es escamoso y realiza la tarea de difundir agua,

electrolitos y otras sustancias a través de la superficie de los alvéolos de los pulmones.
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Estas eélulas son epiteliales basales alveolares humanas y crecen de forma adherente

como unmaJmonocapa in vitro (Jiménez Salazar et al., 2012).

La mayoria‘de las células epiteliales adultas no cancerosas son capaces de detectar y
responder a los“ecambios en el microambiente circundante. Por ejemplo, cuando una
célula se siente redeada por otras células, deja de dividirse. De esta manera, las células
crecen segun sea-hecesario, pero se detienen cuando se quedan sin espacio. En
cambio, las células cancerosas pierden su mecanismo de inhibicién por contacto,
mantienen su independeancia y contindan proliferando y migrando incluso cuando estan
rodeadas de otras células; formando grupos de células y tumores, esto debido
principalmente a la sobreexpresion de factores de transcripcidon involucrados en un
proceso llamado transicion epitelial-mesenquimatosa (TEM), y por lo tanto aceleran la
proliferacion celular (Jiménez et al.«2012).

3.4. Transicién epitelio-meséngquima

El proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM) permite que una célula epitelial
adquiera transitoriamente un fenotipo mesenguimatoso en respuesta a un estimulo
interno o externo. La TEM estd asociada tantog/con procesos fisiolégicos normales
durante la embriogénesis, cicatrizacion y-fibrosis de 6rganos (como el cancer). Los
cambios asociados incluyen pérdida de polaridad celular, adquisicion de capacidad
migratoria, capacidad invasiva, resistencia a la apoptosis y“aumento de la produccion
de componentes de la matriz extracelular. Todos estos estan-niediados por cambios en
la expresion génica de proteinas especificas. El proceso TEM se-divide en tres fases:
células no migratorias, células premigratorias y células migratorias(Bernal et al., 2019;

Troncoso et al., 2017).

Para reconocer las diferencias entre los fenotipos epitelial y mesenquimal;es necesario
entender aquello que los caracteriza e identifica; por ejemplo, el primero se destaca por
conservar una interaccion cohesiva célula-célula basada en la formacion ‘de capas
celulares, con tres dominios de membrana (apical, lateral y basal), uniones
intercelulares dentro de cada compartimento que les impiden migrar y la expresion de
proteinas que son reconocidos como marcadores de este fenotipo tales como E-
cadherina, citoqueratinas 8, 18, 19 y claudinas 4, 2. El fenotipo mesenquimal, en
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cambio, se distingue por la pérdida de la interaccion intercelular, carencia de
polarizaciébn, morfologia celular alargada con prolongaciones denominadas filopodios,
adquisicién«de la capacidad migratoria y expresion de marcadores moleculares como lo
son vimentina, @<SMA, las moléculas de adhesion intercelular y N-cadherina (Bernal et
al., 2019; TroncosoO-et al., 2017).

Variedad de investigagiones exteriorizan que la transicion epitelio-mesénquima podria
precipitar la transformacién de las células epiteliales a las células mesenquimales, lo
cual funciona como una impulso critico y potencial para el inicio y la progresion del tumor
ya que a menudo se activasdurante el proceso de invasion y metastasis del cancer (Y.
Wanget al., 2020). El procesoe_de TEM esta regulado por factores transcripcionales,
incluidos Snaill y Snail2. En los‘careinomas, Snaill reprime transcripcionalmente la E-
cadherina (E-Cad) y regula positivamente los genes mesenquimales. Ademas, en un
estudio de Wang et al. (2019) se determiné quela expresion de Snaill y Snail2 aumenta

con la exposicion crénica a PM2s(Benedetti & Reyes, 2015).

3.5. Marcadores epiteliales

3.5.1. E-cadherina

Las cadherinas son un grupo de glicoproteinas transmembranales, cuya funcion es la
adhesion célula-célula dependiente de iones calcio que’ determinan la estructura del
tejido, y controlan la formacién y disociacién del contacto célular en el desarrollo. Por lo
tanto, una de las principales caracteristicas del proceso»TEM es la represion
transcripcional de E-cadherina (Bernal et al., 2019). Se unen por'medio de un complejo
de factores citosolicos al citoesqueleto de actina, lo que determinalla plasticidad de las
uniones intercelulares y las diversas funciones de sefalizaciébn de estas moléculas
(Troncoso et al., 2017). Las moléculas de cadherinas se unen en formagchomotipica en
presencia de calcio, mediante interacciones entre sus dominios extracelulares, mientras
gue los intracelulares se unen a los filamentos del citoesqueleto. Esta union-depende
del ensamblaje de un grupo de proteinas intracelulares de anclaje en la cola“de-las
moléculas de cadherinas, principalmente B-catenina y placoglobina. En la mayoria de
los carcinomas la progresion tumoral se asocia con pérdida de expresion y/o funcion de
la E-cadherina por las células tumorales, cuya conexion con la TEM se ha establecido
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en muchos estudios, que ademas la han relacionado con invasividad, metastasis y mal

pronoésticeBenedetti & Reyes, 2015).

3.5.2. /[Citoqueratinas acidas y basicas

Las citoqueratinas (también llamadas queratinas) pertenecen a la familia de las
proteinas de filamentos intermedios que se encuentran en el citoesqueleto
intracitoplasmatico del“tejido epitelial. De acuerdo con su peso molecular y carga
eléctrica, las queratinasse)clasifican en dos grupos:

Tipo 1: citoqueratinas‘acidas, de bajo peso molecular.

Tipo 2: citoqueratinas bésicas y neutras, de alto peso molecular.
Ciertas citoqueratinas se pueden eneontrar en cantidades mayores que las normales en
pacientes con diferentes tipos de cénceres de células epiteliales, como canceres de
pulmén, mama, colorrectal, vejiga y-de la cabeza y el cuello; por lo tanto, una
citoqueratina es un tipo de marcador tumoral (Da Freitas et al., 2013). Los filamentos de
citogueratina se asocian con los'desmosomas en la periferia celular. La unién de los
filamentos de citoqueratina con la desmoplaquina favorece la formacién de placas de
adhesion que resisten el estrés a nivel tisular. La interaccion entre los filamentos de
citoqueratina con los desmosomas mantiené.la forma celular y facilita los contactos de
célula a célula. La citoqueratina también asegura la (localizacion adecuada de la E-
cadherina, a través de esta interaccion, la E-cadherinasse localiza en la porcién
basolateral de la membrana celular para formar uniones adheréntes que sirven tanto en
la adhesién como en la sefializacion célula-célula. Por lo tanto, cuando se interrumpe la
produccion de citoqueratina, la E-cadherina estd mal localizada~en la membrana

basolateral y las células pierden polaridad (Kuburich et al., 2022).

3.6. Marcadores mesenquimales
3.6.1. Vimentina

La vimentina es una proteina de filamentos intermedios tipo Ill, responsable de
mantener la forma e integridad de la célula y estabilizar las interacciones
citoesqueléticas, como el posicionamiento, el anclaje de organulos, la adhesion célula-

célula y célula-sustrato. Una caracteristica de las células que adquieren el fenotipo
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mesenquimal durante el proceso de TEM lo constituye la sobreexpresion de la
vimentinasesto debido a una asociacion entre la expresion de Vimentina y una capacidad
invasiva incrementada en células cancerosas (Bernal et al., 2019). La vimentina
proporciona ‘principalmente resistencia al estrés y la compresion a nivel de una sola
célula, a diferenciade las redes de citoqueratina, que median la resistencia a nivel tisular
al estrés mecanico)y la compresion. La vimentina forma una red hiperelastica que
mantiene la viabilidad celular al mejorar la capacidad de estiramiento, la fuerza, la
resiliencia y la tenacidad\de las células al dispersar el estrés mecanico local a otras
regiones de la célula; esto.es“esencial cuando las células son migratorias (Kuburich et
al., 2022).

3.6.2. a-actina del musculodiso (a-SMA)

La a-actina del musculo liso (a-SMA)ses una isoforma de actina que contribuye a la
tensién mecanica generada por las células, normalmente se restringe a las células del
musculo liso vascular, pero la SMA también-se puede expresar en ciertas células no
musculares, sobre todo en los miofibroblastos: Estas células estan presentes en la
cicatrizacion de heridas, cicatrices y lesiones fibrocontractivas donde contribuyen a la
fibrosis. En los miofibroblastos, las fuerzas.de traccion generadas por células asociadas
con SMA contribuyen a la remodelacion de)la matriz, pero las fuerzas mecanicas
exogenas también pueden aumentar la expresion de @*SMA. Las fuerzas mecanicas
tienen un fuerte impacto en una gran cantidad de proecesos biolégicos, incluida la
regulacion de la forma celular, la diferenciacion, la motilidady'la supervivencia y las
alteraciones metabdlicas necesarias para la cicatrizacion de heridas y la homeostasis
de los tejidos(Wang et al., 2006).

Durante la TEM aumenta la expresion de a-actina del musculo liso (a-SMA), un
biomarcador para la diferenciacion de miofibroblastos en el tejido pulmonarfibrético. Por
lo tanto, la regulacion de la expresion de a-SMA es fundamental para la induccion de

miofibroblastos y la génesis de la fibrosis (Ding et al., 2021).

3.7. Estrés oxidante
El estrés oxidante se define como un desequilibrio en los prooxidantes y antioxidantes

a favor de los oxidantes, debido a un aumento de la generacion de especies reactivas
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de oxigeno (ERO) que da como resultado dafio macromolecular y la interrupcion de la
sefalizacién y el control redox (Jones, 2008; Sies, 2015). Dicho dafio magromolecular
suele estar ligado al aumento de los radicales libres, los cuales se caracterizan por ser
moléculas pequefias que tienen un electron desapareado, y por ello tienden a ser
reactivos. Las ER@.incluyen radicales libres, como el anion superéxido (O2’), el radical
hidroxilo ("OH), y oxidantes como peroxido de hidrégeno (H202). Otros componentes

gue causan estrés oxidante se desglosan en la tabla 1 (Fainstein & Fainstein, 2007).

Tabla 1. Dafios celulares par componentes de PMazs

Tipo Agentes Efectos

Componentes Metales (Ca, n, Si»Zn) Dario oxidante, lipoperoxidacion
inorganicos
No metales (P, S) Reduccion a la viabilidad

Metales de’ Aransicion Dafio oxidante y efectos inflamatorios

(Cu, Mn, Fe)
Componentes Carbén Efectos inflamatorios
organicos
HAP Genotoxicidad
Quinonas Genotoxicidad y efectos inflamatorios

Elementos  bioldgicos
(esporas, esporas,
virus, bacterias)

Reaccionesdehipersensibilidad,

Fuente: (Jia et al., 2017; Poblano Bata, 2018)

3.8. Marcadores de estrés oxidante

Diferentes enzimas antioxidantes, como el superéxido dismutasa (SOD), la catalasa, el
glutatién peroxidasa, la hemoxigenasa 1 (HO-1) y la peroxirredoxina, desempefian un
papel fundamental contra las ERO en los sistemas bioldgicos. Entre los factores.de
transcripcion que se activan por ERO destacan el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina

activadora 1 (AP1) y los factores relacionados al factor nuclear eritroide-2 (NF-E2)
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conocidos como Nrfs (del inglés: Nuclear Factor Erythroid 2- related factor). No solo hay

antioxidantes enzimaticos, también estan los no enzimaticos como los mencionados en
la tabla 2 (Fainstein & Fainstein, 2007).

Tabla 2. Antioxidantes enzimaticos y no enziméticos y su actividad.

Enzimaticos

Actividad

Fuente

Superoxido dismutasa
(SOD)

Transforma los radicales O>°
peréxido de hidrégeno (H20>)

(Jaramillo Juarez et
al., 2012)

Glutation (GSH)

Redtce las ERO

(Gallardo et al.,
2014)

Hemo oxigensasa

Tiene come producto bilirrubina
y biliverdina“las cuales poseen
actividad antioxidante

(Orozco & Pedraza,
2010)

No enzimaticos

Neutraliza EROs en fase

grupo hem de la hemoglobina y
tiene un efecto antioxidante a
nivel extracelular

Vitamina C > N (Insua, 2003)
acuosa, regenera la vitamina E
Acido drico Elimina los radicales hidroxilos  (Zamora, 2007)
Ubiquinonas Derivado de quinonas lipidicas (Zamora, 2007)
solubles, cuyas formas
reducidas tienen efectos
eficaces como antioxidantes
Bilirrubinas Producto del metabolismo del (Zamora\2007)
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38.1. Nrf2

La via'Nrf2 se considera la mas importante en la célula para proteger contra el estrés
oxidante. El_analisis de promotores identific6 una secuencia especifica de union que
actla en cis designada como elemento de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas
en inglés Antioxidant Response Element), que controla la expresion basal e inducible de
genes antioxidantes en respuesta a xenobioéticos, antioxidantes, metales pesados y luz
ultravioleta. Esta secuencia central esta presente en todos los genes posteriores de Nrf2
gue responden a antioxidantes y xenobioticos. Nrf2 se une a ARE y regula la expresion
e induccién de genes de enzimas antioxidante mediadas por ARE en respuesta a una
variedad de estimulos Se ha,coensolidado que la sobreexpresion del cDNA de Nrfl y
Nrf2 aumentaba la expresion ‘esinduccion de NQOL1 en respuesta aantioxidantes y
xenobidticos. No obstante, su expresion se mantiene en constante regulacion, ya que
la célula debe conservar un determinado estado redox para perseverar en homeostasis.
Una alteracién en dicho estado puede, modificar la actividadde diversas enzimas y
factores de transcripcion, por lo que-Nrf2 ne'Se €ncuentra libre yactivo en todo momento,
sino Unicamente cuando se generan/condiciones de estrés oxidante (Kaspar et al.,
2009).

La actividad de Nrf2 esta regulada en parte por la preteina Keapl asociada a la actina,
gue inicialmente se propuso que actuara uniendo y anclando el factor de transcripcién
en el citoplasma. Se penso que la activacion de Nrf2 en respuesta a sefiales de estrés
era el resultado de una interrupcion de esta asociacion, liberando Nrf2 para su
translocacion en el nucleo para efectuar su actividad transcripcional (Nguyen et al.,

2009).
3.8.2. SOD-2

En los organismos aerobios, el radical O2" es producido por diferentes fuentes. Es una
especie reactiva de oxigeno que da origen a otrasEROS capaces de oxidar distintas
biomoléculas. Para evitar la propagacién dela cadenaoxidativa, la superoxido dismutasa
(SOD) transforma los radicales Oz" en peroxido de hidrégeno (H202) que luege, se
convierte en agua mediante catalasa o peroxidasa de glutation (GSH) y oxigeno
molecular. Ademas, protege a las deshidratasas contra la inactivacion producida por-el

superoxido. El radical Oz" tiene un tiempo de vida muy corto gracias a la accién de la
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SOD. En este contexto se han identificado cuatro tipos de estaenzima y todas ellas
tienen'ep'comun la presenciade cofactores como Cu y Zn(dinucleares), y Fe, Mn o
Ni (mononucleares). En el humano existen varias formas de esta enzima: SOD-Cu y
SOD-Zn en el citosol; SOD-Mn en las mitocondrias y SOD-Cu o0 SOD-Zn de localizacién
extracelular. Debido a su ubicacién mitocondrial, SOD2 es laprincipal defensa contra la

toxicidad de los radicales O2' (Jaramillo Juérez et al., 2012; Martin et al., 2006).

3.8.3. HMGB1

Las proteinas de alta moyilidad del grupo 1 (HMGBL1, por sus siglas en inglés high
mobility group box 1 protein) reciben su nombre por su movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida. HMGB1 contiene dos dominios de caja HMG de unién a ADN (N-
terminal A y central B) y una cola‘acida C-terminal. En la mayoria de las células, se
encuentra en el nucleo, donde actia~como acompafiante del ADN para ayudar a
mantener la homeostasis nuclear. Posteriormente se descubri6 que también se
expresaba en las membranas de’ la superficie-celular, el citosol y las mitocondrias y se
liberaba en el espacio extracelular. Fiene muchas funciones biolégicas dentro y fuera
de la célula; paraddjicamente, se .ha_informada que HMGB1 promueve tanto la
supervivencia celular como la muerte celular al regular multiples vias de sefalizacion
del cancer (Kang et al., 2013). La secrecion de HMGB1 puede considerarse una
invencion evolutiva mas reciente, para reutilizar la misma sefial que indica dafio tisular

sin tener realmente muerte celular (Raucci et al., 2007).

Se ha demostrado que HMGB1 es secretado activamente por macrofagos y actia como
un mediador tardio de endotoxemia y sepsis; actualmente se sabe que diversos tipos
de células, ademas de los macréfagos, secretan HMGB1 en condiciones de estrés. La
pérdida de HMGB1 aumenta el dafio del ADN y disminuye la eficiencia de reparacion del
ADN en respuesta a la quimioterapia, la irradiacion y el estrés oxidante\(Raucci et al.,
2007).
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3%8.4. y-GCS

La enzima-gque cataliza el primer paso limitante de la sintesis de novo del glutation
reducido (GSH) es la gamma glutamilcisteina sintetasa (y-GCS), por lo tanto, su
regulacion génica es uno de los principales determinantes de la homeostasis del GSH
(Carnicer et al.," 2006). Recordando que el sistema de oxidacién-reduccién basado en
GSH juega un papel, esencial en el mantenimiento de un equilibrio dinamico de
GSH/GSSG y se convierte en uno de los sistemas de defensa antioxidantes mas
importantes en el mantenimiento de los procesos fisioldgicos en las células pulmonares.
También se convierte en‘un factor importante en la deteccién del nivel de estrés
oxidante. GSH funciona comosuna importante barrera antioxidante en los tejidos
pulmonares en la proteccion de las eélulas contra el dafio causado por los oxidantes (Li
et al., 2017).

Asimismo, la enzima gamma-GCS humana esta regulada por la proteina activadoral
(AP1) y los elementos de respuesta antioxidante. Tanto la expresion de GSH como la de
y-GCS estan moduladas por oxidantes,-antioxidantes fendlicos y agentes inflamatoriosy
antiinflamatorios en las células pulmonares? y*GCS esta regulado tanto a nivel

transcripcional como postranscripcional (Rahman & Macnee, 1999).

3.8.5. NF-kpB

El factor nuclear kappa B (NF-kB) comprende una familia_de,factores de transcripcién
implicados en la regulacion de una amplia variedad de respuestas biologicas. NF-kf3 es
sensible a redox, existe en forma inactiva a través de su asociaeidn_con las proteinas
IkB en el citoplasma. Las EROs impulsan modificaciones de proteinasdkB; por ejemplo, la
fosforilacién por el inhibidor de la quinasa NF-kB (IKK) conduce a su degradacion. Estos
eventos permiten que el NF-kB activo se transloque al nucleo, donde induce la
expresion de varias moléculas, como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la
interleucina (IL)-1B y la IL-6, que estan involucradas en el proceso inflamatorig(Dolcetet
al., 2005; Sul & Ra, 2021).

3.9. Fluidos pulmonares simulados

Es necesario tener un amplio conocimiento detallado de los componentes toxicos, la
24



distribucion espacial y los riesgos potenciales de las PM2.s para obtener un mayor control
de la ‘contaminacion del aire ambiental. No obstante, la mayoria de los estandares
actuales de‘calidad del aire y las estrategias de reduccion de emisiones por lo general
se basan en las concentraciones totales de PM con poca consideracion de los
principales compenentes toxicos. Ademas, solo una fraccion de los contaminantes en el
PM inhalado esta biodisponible en ultima instancia para los humanos debido a la
especiacion quimicay les efectos a la matriz. Por lo anterior, las concentraciones totales
de particulas y metalesS'en-el ambiente no pueden evaluar con precision los riesgos para
la salud, y la biodisponibilidad (fraccién de un compuesto que alcanza la circulacion para
ejercer accion en el organismo, el cual implica un proceso complejo de varias etapas
diferentes: fases de liberacion{ absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién) de
los metales en el aire se ha convertido en una problematica importante en la evaluacion

de la contaminacion del aire (Luo et al52019; Pérez-Perez et al., 2020).

La solubilidad de los metales puede. abordarse con el término bioaccesibilidad
pulmonar, que es definida como lacantidad 'de una sustancia soluble en un entorno de
fluido pulmonar simulado. Por lo tanta, proporcionauna estimacion de la cantidad de metal
disponible para la absorcion en el torrente.sanguinee;-es decir, la fraccion biodisponible
(Julien et al., 2011).

Los sitios de depdsito y las dosis de particulas inhaladas+en los pulmones son factores
importantes para evaluar los efectos téxicos, pero otros factores, como el tamafo, la
formay la composicion quimica de las particulas, también sonrelevantes para evaluar la
toxicidad de las particulas inhaladas en las células y los tejidos del compartimiento del
pulmon. En consecuencia, la solubilidad de los metales presentes jen las particulas
inhaladas en el liquido pulmonar puede considerarse un criterio clave para una

evaluacion toxicoldgica (Julien et al., 2011).

Ademas, distintos estudios de bioaccesibilidad oral llegaron a la conclusion de lo
destacable que es la importancia de desarrollar un método in vitro especificorparta las
caracteristicas fisioldgicas de la via de exposicion investigada. Con respectq” a la
inhalacion de particulas en el aire, ain no ha surgido una metodologia in vitro como_la
opcion ideal para realizar mediciones de disolucion de metales para estimar la

biooaccesibilidad pulmonar (Julien et al., 2011).
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Para evaluar la biodisponibilidad en el aire de los metales asociados con PM,
recientemente se han desarrollado varios fluidos pulmonares simulados (SLF, por sus
siglas en_inglés simulated lung fluid) como herramientas in vitro para predecir la
bioaccesibilidad. por inhalacion, un avance importante més alld de las pruebas
tradicionales de solubilidad en agua. Se puede evaluar la bioaccesibilidad de diferentes
metales de diferentes fuentes de aerosol (Luo et al.,, 2019). La solubilidad de los
compuestos metalieds~en fluidos corporales simulados se usa comUnmente para
determinar el riesgo para.la salud humana de la exposicidn a sustancias especificas de
interés (Colombo et al., 2008).

Sin embargo, se ha prestade”poca atencion a la especiaciébn de oligoelementos
metélicos en la fase de soluCién-. de los fluidos pulmonares, asi como a la
biodisponibilidad de iones metalicoslibres y aquellos que forman complejos con
ligandos organicos e inorganicos (Luo.etal., 2019). Esta capacidad de formar complejos
fuertes con ligandos tanto organiees como inorgénicos significa que no solo pueden
alterar la homeostasis celular 4~desplazar/ otros iones esenciales, sino también
interactuar con grupos funcionales_de, macromeléculas como proteinas, enzimas y

ADN/ARN, y asi, interferir con varios procesos celulares (Colombo et al., 2008).

El fluido pulmonar epitelial simulado (SELF,por sus'siglas en inglés simulated epithelial
lung fluid) simula el liquido que recubre el epitelio pulmonar en la region
traqueobronquial, por lo que al igual que la solucion Gamble, (liquido intersticial basal
del pulmén profundo), maneja un pH de 7.4 (Dean et al.},.2017). Respecto a su
composicion, una revision de la literatura publicada indica que las'Sales inorganicas, los
lipidos surfactantes, las proteinas de gran masa molecular, las proteinas antioxidantes
de baja masa molecular y los &cidos organicos son todos nativos de los fluidos
pulmonares epiteliales de humanos sanos que no fuman, por lo tanto, SELF pretende

imitar esta misma condicion (Boisa et al., 2014).
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IvV. . JUSTIFICACION

El materal particulado es una mezcla compleja y heterogénea de sustancias, el cual
adquiere relévancia toxicologica debido a la facil absorcion en el epitelio respiratorio de
algunos de los.ceampuestos que lo componen, cumpliendo un papel significativo en la
morbilidad de algunas enfermedades respiratorias, como, por ejemplo, el cancer de
pulmén. Ademas, . distintos estudios han confirmado que la presencia de este
contaminante dentro del earganismo puede desencadenar un dafio oxidante en las células
e incluso una transformaeion de las células de un fenotipo epitelial a mesenquimal
(Arias-Pérez et al., 2020;-¥. Wang et al., 2019). No obstante, gran parte de estas
investigaciones y ensayos corn.PM han tomado como solvente el agua, debido a su
capacidad de disgregar adecuadamente el PM. Sin embargo, no es el vehiculo mas
adecuado si se pretende mimetizar las condiciones propias del organismo. Con el
interés de evaluar la biodisponibilidad-en«el aire de los metales asociados con PM se
desarrollaron fluidos pulmonares.simulados como herramientas in vitro para predecir la

bioaccesibilidad por inhalacién (Colembo et al., 2008).

A su vez, en la Ciudad de México, la-concentracion media actual de PMzs supera el
limite maximo permisible a 24 h y anual (NOM-025<SSA1-2021, 2021), detectado por
las distintas estaciones de monitoreo de la calidad del aire distribuidas en todas las
alcaldias de la ciudad; sobre todo en aquellas zonas donde. las actividades industriales
colaboran con las emisiones contaminantes de PMzs, que ademas suele variar la
concentracion dependiendo de la zona y la temporalidad delarecoleccion. Debido a lo
anterior, en el presente proyecto se evalué el dafio oxidante y lastransicion epitelio-
mesénquima inducido en células de epitelio alveolar humano A549, expuestas a la
fraccion soluble de PMzsrecolectado en tres distintas zonas de la Ciudad de México en
dos diferentes temporalidades, disuelto en un fluido pulmonar artificial simalado (SELF).
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IV~ PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La exposicion a PMzs disuelto en SELF inducira dafo oxidante y la transicion epitelio
mesénquima‘en. la linea celular A549 dependiente de la temporalidad y zona de colecta
del PM?

V. HIPOTESIS

La exposicion a PM:zs distelto en SELF, induce dafio oxidante y transicion epitelio
mesénquima en la linea celular A549 dependiente de la temporalidad y zona de colecta
del PM.
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VI _~OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el dafio.oxidante y la transicion epitelio-mesénquima en la linea celular A549 por
exposicion a PMzs disuelto en SELF de tres distintas regiones de la Ciudad de México y

dos diferentes temporalidades.

6.2. Objetivos especificos

1. Valorar la viabilidad por MTT.y los cambios morfolégicos en diferentes proporciones
de la solucion SELF

2. Determinar el efecto citotoxico‘del"PMz.s en fluidos pulmonares simulados, obtenido
de tres distintas regiones de la Ciudad de México en dos diferentes temporalidades
sobre la linea celular A549

3. Evaluar el dafio oxidante sobre’la linea eelular A549 expuesta a PMz.s obtenido de
tres diferentes regiones de la Ciudad de México y dos diferentes temporalidades a
través de la expresion de proteinas de Nrf2,"P«Nrf2, SOD-2, HMGB1, y-GCS y NF-
kB

4. Evaluar el proceso de transicion epiteliosmesénquima sobre la linea celular A549
expuesta a PMzs obtenido de tres diferentes regionés de la Ciudad de México en
dos diferentes temporalidades a través de la expresion dg.E- cadherina, vimentina,

a-SMA y citoqueratina acida.
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VIY MATERIAL Y METODOS

Los mareadores utilizados, con los datos del fabricante y la dilucion utilizada para los

ensayos del'estrés oxidante y la transicion epitelio mesénquima se especifican en la tabla

3.

Tabla 3. Biomarcadores de estrés oxidante, transicion epitelio-mesénquima y control de

carga.
Peso
. NUm. . .,
Anticuerpo Marea molecular Dilucién Ac
catalogo (KDa)
Estrés oxidante
Nrf2 Bioss BS1074R 67 1:500 | Conejo
P-Nrf2 Bioss BS23531R 68 1:500 | Conejo
-GCS Santa Cruz 'SC166345 73 1:250 | Conejo
NF-kB BioLegend 622602 65 1:250 Conejo
SOD-2 Santa Cruz | SC133134 25 1:250 Raton
Transicion epitelio-mesenguima
Vimentina Bioss BS075612 55-57 1:250 | Ratdn
E-
. Bioss BS1009R 80-120 1:250 | Conejo
cadherina
a-SMA Sigma A5228 42 1:250 | Raton
Citokeratina
. Santa Cruz SC57004 50-70 1:250" '} Raton
basica
Citokeratina
. Santa Cruz SC58719 40-65 1:250 [“Raton
acida
Housekeeping
GADPH Santa Cruz | SC322233 37 1:1000 | Ratdn
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DISENO EXPERIMENTAL

El diseno€experimental para este estudio se esquematiza en el siguiente diagrama.

Exposicion Proporciones: ] SELF
Viabilidad 24 h con 80:20 Proporciones o
» » — : > » proporcién:
(MTT) solucién 50:50 menor a 80:20 9505
1 SELF 100 % -
E;f ?ﬁ;f;:n Microscopia
de campo
claro.
PMZ.S
Estaciongs: UIZ/,PED y LAA. |+ ICsg [ug/mL]:
Temporalidad? SCSF. 1 0.001
0.01
__ 01 PM,s + SELF }[95:05]
Exposicidén por 24 h.en 10
condiciones: 1d 0
SELF [95:05] + PM, 5 [10 wg/ml] -
Extraccion
de proteinas Simbologia:
‘ _ SF: seca fria (noviembre-febrero)
l Estrés | Nrf2 HMGB1 NF-Kg SC: seca caliente (marzo-agosto)
Expresion de oxidante | P-Ne:2" ( SOD-2  Y-GCSct UIZ: Unidad de Iztapalapa
" proteinas " E-cadherina PED: Estacion Pedregal
(Western Blot) TEM «{ Vimentina Citoqueratina LAA: Laboratorio de Analisis
-SMA acida y basica Ambiental

Figura 4. Disefio experimental: evaluacion del'dafio.oxidante y transicion epitelio-

mesénquima por PM2.5 de la Ciudad de México enlailinea Celular A549.

7.1. Cultivo celular

Se empled la linea celular A549 proveniente de células epiteliales basales alveolares de
adenocarcinoma humano con crecimiento en monocapa Obtenida de American Type
Culture Collection (ATCC®); las cuales se conservaron en Medio-Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado al 10% de suero fetal bovino (SEB) (Life Tecnologies
Gibco), 1% de penicilina, streptomicina y neomicina (Sigma Aldrich), en placas estériles
(ThermoFisher Scientific) a 37°C, en una atmésfera de CO:2 del 5%. .Se realiz6 el
recambio de medio cada tercer dia, hasta alcanzar la confluencia, deseada,
posteriormente se utilizaron para los experimentos de viabilidad y exposicion-almaterial
particulado.

Para sembrar las células, una vez tenida la cantidad suficiente, se lavaron por 2 minutos
con solucién buffer de fosfatos 1X (PBS) (Life Tecnologies Gibco) y se adiciond solucion

Tripsina-EDTA 1X (Sigma Aldrich) durante 5 minutos a 37°C para obtener una
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suspension celular para posteriormente realizar conteo de las células mediante una
camara.de neubauer y el colorante azul de tripano, que permite diferenciar células vivas
de muertas: Se sembraron 24 horas para asegurar la adherencia celular y realizar las

exposiciones

7.2. Viabilidad celular

Principio

Los métodos de viabilidad celular permiten observar y medir cualitativa y
cuantitativamente la viabilidad celular en cultivo, asegurando que la informacion
proporcionada sea verdadera, confiable y reproducible. El ensayo con MTT se utiliza
para medir la actividad metabdlica celular como indicador de la viabilidad, la
proliferacion y la citotoxicidad celulares. Este ensayo colorimétrico se basa en la
reducciéon de una sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio o MTT) a cristales de~formazan de color morado por las células
metabdlicamente activas. Las “células viables contienen enzimas oxidorreductasas
dependientes del NAD(P)H que reducen el MFT a formazan. Los cristales de formazan
insolubles se disuelven utilizando una=disolueidén de solubilizacion y la disolucion
coloreada resultante se cuantifica midiendo‘la abserbancia a 500-600 nanémetros con

un espectrofotometro multipocillos (Jiménez, 2023; Merek, 2023).

Procedimiento

Se utilizaron cultivos con una densidad de 45,000 células/cm?, Las células se sembraron
en placas de 96 pozos de fondo plano con 45000 células/cm? p6riypozo con 100 pl de
medio DMEM suplementado al 10% de SFB, se incubaron por 24 horas en condiciones

estandar para permitir la adhesioén celular a la superficie del pozo.

Para valorar el efecto citotoxico de las soluciones se prepar6 medio(de’ exposicion
DMEM suplementado al 0.5% de SFB y 1% de antibiético; cumplido el_tiempo de
incubacion se elimind el medio de cultivo y se agregd el medio de exposicion en
proporcién 100, 50:50, 80:20 o0 95:05 %, en la solucion de interés (SELF). Los ensayos
se realizaron por cuatriplicado y se observd la morfologia de las células en_un

microscopio invertido de campo claro a las 0 y 24 horas de incubacion.
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Finalizado.el tiempo de tratamiento se afiadieron 10 pl de MTT en concentracion de 5
mg/mL; Jas, placas fueron incubadas durante 3 horas en condiciones estandar.
Posteriormente, se retiraron las soluciones y se dejé secar, una vez seco el pozo se
agregaron 90 pkde DMSO seguido de incubacion por 10 min a 37°C. Finalmente se leyo
la placa a 540 pm»con previa agitacion media por el espectrofotometro durante 15

segundos.

7.3. Determinacion.de I1Cso
Principio
Los ensayos de citotoxicidad'in vitro con técnicas de laboratorio utilizadas para medir la
toxicidad de un compuesto 0“sdstancia en células en cultivo; normalmente implican
exponer células cultivadas a coneéntraciones variables de un compuesto y medir el
grado de muerte celular o inhibiciéon del crecimiento células. La ICso (concentracion
inhibitoria media: la mitad de la concentracién inhibitoria maxima) es la concentracion
del compuesto que provoca unareduccion del 50% del efecto buscado, en nuestro caso,
en la viabilidad (Capcot, 2023).

Procedimiento

Para determinar el efecto citotoxico de la suspension-de PMzs con soluciéon SELF, se
sembraron 45 000 por células/cm? por pozo-en placas d€\96 pozos de fondo plano con
100 pl de medio DMEM suplementado al 10% de SFB, e _incubaron por 24 horas en
condiciones estandar para permitir la adhesion celular«a Ja superficie del pozo.
Posteriormente de desecho el medio y se afladié medio suplementado al 0.5% de SFB
y la solucion SELF en proporcion 95:05 a diversas concentraciones.de PM (0, 0.0001,
0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL). Para ello, se hicieron soluciones madre ¢on el material
particulado con SELF, se sonicaron por 10 segundos y se hicieron dilueiones para tener
la concentracion deseada. A continuacién, se realizé el ensayo deMIJT, en las
condiciones anteriormente descritas y los resultados de las absorbancias obtenidas se

ingresaron en el software GraphPad para graficar los resultados.

7.4. Exposicion de linea celular A549 a PM2s para obtencion de proteinas

Las células se sembraron en placas de 6 pozos de fondo plano con 432,000 células por
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pozo eon 2 mL de medio DMEM suplementado al 10% de SFB, se incubaron por 24
horas en.eondiciones estandar para permitir la adhesion celular a la superficie del pozo.
Subsiguientemente, se expusieron a las suspensiones de PMzs en la solucion SELF
(95:05) a una cencentracion final de 10 pg/mL previamente sonicado y se dej6 incubar

en condiciones estandar por 24 horas. La condicion control tuvo ausencia de PM.

7.5. Extraccion de proeteinas
Principio
Las proteinas pueden extraérse a partir de las células que constituyen los tejidos u
organos; para ello el primer paso.es romper las células o el tejido para tener acceso a las
proteinas especificas, obteniéndoselo que se denomina extracto crudo, si es necesario
se pueden realizar centrifugaciones diferenciales para obtener fracciones subcelulares o
para aislar organelos especificos. Basicamente, las proteinas asociadas a membrana
guedaran en el pellet y las solubles’en el sobrenadante. La lisis celular y la solubilizacion
de proteinas son fundamentales para un analiSis eficaz y un procesamiento eficiente. El
método de extraccion puede ser enzimatico,.quimico, mecanico o una combinacion
(Merck, 2023; WordPress, 2008).

Procedimiento

Para la extraccion de proteinas, se retird el sobrenadante, posteriormente se realizaron
2 lavados con PBS 1x y se afadieron 300 pl de Buffer de lisis\(10mM Tris-Cl pH 8.0, 1
mM EDTA, 150 mM NacCl) a cada pozo. En una cama de hielo se realizaron los raspados
de los pozos, recuperandolo en tubos y dejandolo en agitacion por 30 min.
Posteriormente, se sonicé durante 5 segundos manteniendo los tubos,en hielo. Se
centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min a 4°C y se extrajo el sobrepadante, para

almacenarlo a -80° C para el consecutivo analisis de proteinas.
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7.6¢Cuantificacién de proteinas por método de Lowry

Principio

El métodosde Lowry es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las
proteinas. A la nuestra se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las
proteinas, siende”la intensidad de color proporcional a la concentracion de proteinas,
segun la Ley de Lambert-Beer. Primero sucede la reaccién de Biuret., donde los enlaces
peptidicos de las prateinas reaccionan con el cobre en condiciones alcalinas para
producir Cu*, el cual reacciona con el reactivo de Folin, en la reaccion de Folin
Ciocalteau, donde el fosfomelibdotungstato se reduce a azul de heteropolimolibdeno por
oxidacién catalizada por cobre-Las reacciones dan como resultado un color azul fuerte,
gue depende en parte del contenido de tirosina y triptéfano. Para determinar la
concentracion de proteinas totales 'de la muestra a analizar los resultados de
absorbancia se interpola a una curva‘'de ealibracion construida utilizando una proteina
estandar, por lo general albumina sérica bovina (BSA, bovine seric albumin), cuya

concentracion es conocida (Valdés,K., & Valdes, M., 2022).

Procedimiento

La cuantificacién de proteinas se realizé por‘colorimetria. Se utilizé BSA como proteina
de referencia para la formacion de una curva<estandar/0cupando seis concentraciones
de BSA (0,0.2,0.4,0.8, 1.2 y 1.6 pg/pl) utilizando como dillyénte agua MiliQ. Se prepar6
el Mix de Lowry con el reactivo A (Na2COs al 2 % disuelto en NaOH 0.1 N), reactivo B
(CuSOa4 al 2% disuelto en aguaMiliQ) y reactivo C (tartrato de‘sodio/potasio disuelto en
NaOH 0.1 N) en proporcion50:1:1 respectivamente. La muestra se eoloco porduplicado en
placas de 96 pozos de fondo plano, se agregaron 200 pl del Mix de Lowry acada pozo, se
agité e incubo a 350 rpm por 10 min a temperatura ambiente en obscdridad. Luego se
preparo el reactivo de Folin-Ciocalteau con agua MiliQ en proporcion 1:4, ySedgregaron
20 ul de la solucién a cada pozo, se agit6 e incubo a 350rpm por 20 min a temperatura
ambiente en obscuridad. Las lecturas de absorbancia se realizaron mediante un
espectrofotometro UV-Visible a una longitud de onda de 620 nm. Las absorbancias _se

extrapolaron mediando la ecuacion de la recta resultante de la curva de referencia.
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7.7¢Expresion de proteinas por Western Blot
Principio
La técnica«esWestern blot consiste en la separacién de proteinas en funcién de su
tamafo mediante, electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), un gel
en placa infundide’con un agente de disociacion llamado dodecilsulfato de sodio (SDS).,
seguida de la transferencia de las proteinas separadas a una membrana denitrocelulosa
o PVDF (transferencia);y la deteccion de la proteina diana mediante anticuerpos

especificos radiomarcados’(NIH, 2023).

Procedimiento

Después de cuantificar las proteinas, se procedi6 a la inmunodeteccion por Western Blot.
Para ello, primero se tomaron 10 pg de proteina por muestra y se le afiadieron 5 ul de
buffer de carga, se procedié a homogenizar la muestra y se les hizo un spin a 2.5 rpm
por 30 segundos en una centrifuga. Las muestras se cargaron en geles al 12% de
poliacrilamida, los cuales se cofrieron a’ un voltaje constante (100 V) hasta
aproximadamente 1 cm antes del- borde del” gel (durante una hora y media) a
temperatura ambiente. Posteriormente, das protefnas se transfirieron a 100 V a una
membrana de polifluoruro de vinilideno“(PVDF) previamente activada con metanol
durante dos horas. Se us6 un marcador de peso molecular, y la tincion de rojo Ponceau

para verificar la correcta transferencia de las proteinas.

Consecutivamente, la membrana se lavd con PBS, se bloqueé./con leche descremada
al 5% en PBS durante 1 h, seguidamente se hizo un lavado con/PBS 1x por 5 min para
retirar la solucién de bloqueo, luego se adiciond el anticuerpo primario anti-SOD-2
(1:500 con PBS Tween al 0.1%) y se dej6 toda la noche a 4° C. A continuacion, se lavo
la membrana 3 veces con PBS Tween (0.05%) durante 5 min, se incubo-gl anticuerpo
secundario anti-raton (1:10,000) durante 2 horas a temperatura ambiente”y Jagitacion
constante. Nuevamente, la membrana fue lavada3 veces con PBS Tween (0.1%) y se

procedio al revelado de las bandas reconocidas en un cuarto obscuro con luminok

Una vez detectada la proteina de interés, se utilizaron las mismas membranas para
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detectar GADPH como control de carga. Para esto, la membrana se lavo con solucion
de streapping por 10 min, se hicieron lavados durante 5 min con PBS 1Xy PBS Tween
al 0.1%, luego se incubd con el Ac GADPH (1:1000) durante toda la noche; se lavo la
membrana 3a&eees durante 5 min. Y se incubd con el Ac secundario anti-raton (1:10,000)
por dos horas,wy’ se continué con el mismo procedimiento descrito previamente para

detectar la presencia'de las bandas correspondientes a GADPH.

Se siguio la misma metodologia con las demas proteinas, teniendo como diferencia los
anticuerpos empleados Yy,su.dilucion (descritos en la tabla 1). La dilucion y el tiempo de
los lavados con PBS Tween al 0.1% después de cada incubacion con anticuerpos
primarios y secundarios, segun_si éste ultimo era hecho en conejo (1:10,000; 3 lavados
de 5 min), cabra (1:20,000; 3 lavades,de 5 min) o ratén (1:10,000; 2 lavados de 3 min).
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VHI. RESULTADOS

8.1. Morfelogia de las células A549 por microscopia de campo claro

Para saber qué.cantidad utilizar de la solucién SELF y que no comprometiera a las
células A549, sesseleccionaron 3 proporciones de la soluciéon SELF con medio de
cultivo, las cuales'fueron: 100% de la solucion SELF, 50:50 (SELF: medio de cultivo)
80:20 (medio de cultivoisSELF). Las células con cada una de las proporciones se
observaron bajo el microscopio de campo claro. En la figura 5 en el panel de arriba se
muestran las micrografias‘tomadas con el objetivo de 40X las células que corresponde
al tiempo 0 (momento donde-se le colocaron las proporciones seleccionadas de la
solucionSELF) y en el panel de abajo-se muestran después de 24 horas de exposicion
al fluidopulmonar simulado SELF;‘en“el grupo control al tiempo cero se observa una
morfologiade empedrado, escamosas\formando una monocapa. En el grupo de la
proporcion 80:20 y 50:50 se aprecia morfologia relacionada a lesiones celulares que no
significan un riesgo vital para la ¢élula en distintos grados como la tumefaccion turbia
(altera la regulacion del volumen célular) y laidegeneracion hidropica vesicular (rotura
de organelos, visto como un gran espaciovacio). Sin.embargo, para llegar a ésta Ultima
setuvo que pasar por la degeneracion mi¢rovacuolar(aumento del tamafio mitocondrial
de hasta cinco veces el tamafio normal) y degeneracion hidrépica vacuolar
(acumulacién de agua en el reticulo endoplasmico) que sélo)pueden ser apreciadas por
microscopia electronica (Sacchetti et al., 2016). En contrasté, en el panel del 100 % se
ven granulosas, este dafio se ve mas marcado después de 24 horas de exposicion. En
cuanto a las células de 50:50 y 80:20 se ve mas marcado un cambio de la morfologia
celular en el grupo 50:50 en comparacion con el de 80:20 a distintas proporciones de
soluciébn con medio de exposicion, donde claramente se aprecia una pérdida
considerable de las caracteristicas morfolégicas normales de las A549,<nhdicando

afectacion a las condiciones de exposicion.
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/ CONCENTRACION DE SELF EN TIEMPO 0:

CONTROL 100 % 50:50 80:20

CONCENTRACION DE SELF EN TIEMPO 24 HORAS:
CONTROL 100 % 50:50 80:20

Figura 5. Morfologia de las célutas 54ﬁeéposici()n a la solucion SELF. En el
panel de arriba se observan imégen( pres ivas por microscopia de campo claro
de la morfologia de las células en el ti@o cer Xposicion y en el panel de abajo
después de 24 horas de exposicién a proporciones 0% de solucién SELF, 50:50 y

80:20. Las imagenes se tomaron con el objetivo 40X.
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8.2/Viabilidad de la linea celular A549 expuesta a fluidos artificiales por24 h.
Cabe destacar que los ensayos de viabilidad a 24 h se realizaron con diversos fluidos
artificiales._€ada uno de ellos representa distintas condiciones: el liquido intersticial
artificial (AIF);"el _entorno inmediato de todas las células, producido naturalmente a
través del intercambio de sangre transcapilar que rodea las células y los tejidos; el
liqguido pulmonar ‘epitelial simulado (SELF) el ambiente extracelular del pulmon; el
liquido lisosomal artificial.(ALF) el fluido dentro de un lisosoma y la solucién comercial
Gamble el liquido intersticial basal del pulmén profundo. De ellos, se eligié trabajar con
SELF por ser de los primeros‘fluidos con que entra en contacto el PM. Se empezaron
con proporciones de 100, 50150,y 80:20% del fluido de interés y medio de exposicidén
(figura 6A), respectivamente. Se“observa que, a mayor proporcion de fluido (Gamble,
AIF, ALF, SELF) o agua, las célulassdisminuyen la viabilidad. Dichos resultados de la
grafica concuerdan con los efectos _previamente observados en microscopia y la
morfologia de las células. Sin embargo, como en algunos casos, la viabilidad era inferior
al 80%, se decidio realizar las proporciones'a’90:10 y 95:05 y determinar nuevamente
la viabilidad (figura 6B); en la prapercion 90:10 hay un aumento moderado de la
viabilidad en las soluciones ALF y SELF donde-este ultimo con dificultad logra
sobrepasar por poco el 80% de viabilidad; en la proporcién 95:05 la viabilidad mejora
considerablemente en la solucién SELF.“.En este sentido, no se realizé analisis
estadistico ya que lo importante no es la significancia con el control o entre ellos, sino

la cercania con el 80% de viabilidad.

Debido a que la soluciéon SELF tiene una mejor disgregacion de‘los.componentes que
conforman el material particulado, se opta trabajar con dicha solucién en la proporcion

95:05 para las exposiciones con PMzs.

La figura 6C, muestra el comportamiento general de SELF, el fluido artificial‘al que se
enfoca este trabajo, sobre la viabilidad celular, la cual es dependiente de laproporcion
de ésta. Debido a que la solucion SELF tiene una mejor disgregacion; de los
componentes que conforman el material particulado, se opta trabajar con dicha solucion

en la proporcion 95:05 para las exposiciones con PMzs.
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Figura 6. Viabilidad por MTT en células A549 expuestas a fluidos pulmonaressimulados
a distintas proporciones. A) Viabilidad celular por exposicion de manera directa (100%) o
diluidas con medio de exposicion en proporcion 50:50 o 80:20 de los fluidos pulmonares
simulados; B) viabilidad celular por exposicion a los fluidos pulmonaressimulados€n)proporcion
80:20, 90:10 y 95:05 debido a que en SELF no se cumplia el 80% de viabilidad{minima; C)
Representacion de viabilidad a distintas proporciones de la solucion SELF. Todos'los datos
expresan el promedio = error estandar (SEM) de tres experimentos independientes,~por
cuadruplicado, siendo comparados con el 100% del control (eje Y). La linea roja indica el limite

para elegir la concentracion que compromete la viabilidad en maximo 20%.
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8.24 Curvade inhibicion de la viabilidad de células A549 expuesta adistintas

concentraciones de PM2s diluidas en la solucién SELF.

Se determindsla concentraciéon inhibitoria 50 (ICso) de PM2s de las tres diferentes
estaciones de monitoreo (LAA, UIZ, PED) en dos temporalidades (seca-caliente y seca-
fria). Para ello se"realizé una curva dosis-respuesta con cada una de las estaciones y

temporalidades (figuras7a).

Para representar la curva\y poder calcular la ICso se representa el porcentaje de la
viabilidad obtenida (siendo ‘el control 100%) respecto del logaritmo decimal de la

concentracion de PMzs con el ajuste a una curva sigmoidea.

Una vez obtenida la curva se realizé. una regresion no lineal que evalta el grado de
correlacion entre el log de la concentracion de PM2s vs el porcentaje de viabilidad
obtenida, obteniéndose la plCso (-Log 1Cs0) y la inhibicion méxima (Imax; figura 4b). Conla
pICso, se obtuvo la ICso (ug/mL) debPMz's disuelto en SELF al 5% para las células A549
expuestas por 24 horas. Con los‘resultados'se encontré que no hay diferencia nien la
potencia ni en la inhibicion maxima; porloe tanto, ninguna estacion ni temporalidades mas
eficaz que otra en el parametro de viahilidad celular;Ademas, observamos quela linea
celular A549 es sensible a bajas concentraciones«deyPM25. No obstante, para este
trabajo se eligid una concentracion alta, gue permitiera observar dafio a distintos
niveles, la concentracion elegida fue de 10 pg/mL del PMzsdisuelto en SELF al 5%en

las exposiciones a 24 horas.
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Figura 7. Inhibicion de laviabilidad de células A549 expuestas a PM2.5. a) Curvas
representativas de inhibicion de la*viabilidad de células A549 expuestas a distintas
concentraciones de PM2.5 diluidas‘en SELF al 5% y con ajuste a la ecuacion a un
sitio. El eje horizontal muestra ellogaritmo de las concentraciones de PM2.5 (ug/mL)
y el eje vertical el porcentaje de_viabilidadymedido mediante el ensayo de MTT. La
linea punteada color rojo permite distinguir las/Cencentraciones que comprometen la
viabilidad en més del 20%.; b) tabla conwalores de 1C50, plCso (-Log ICsp) € inhibicién
maxima (Imax) por la exposicion a PM de'las.estaciehes de monitoreo LAA, UIZy PED
en las temporalidades seca caliente (sc) y seca fria (sf)..Los datos se expresancomo
el porcentaje del control y son el promedio * error estandar (SEM) de cuatro
experimentos independientes, por triplicado. ANOVA de unaVia y post-hoc Tukey’s.

Los datos no mostraron significancia estadistica para la pICso Osmax.

solucién SELF.

8.3.1. Activacion de la via de Nrf2 por exposicion a PMzs

La exposicién a PM produce especies oxidantes debido a sus componentes. En\varios

sistemas, se sabe que, en respuesta al aumento de EROs, Nrf2 se libera de Keapl.y

se transloca al nucleo celular como Nrf2 fosforilado (p-Nrf2; Kaspar et al., 2009). Porlo

tanto, la translocacion de Nrf2 al nucleo celular de las A549 se evalu6 mediante la
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expresion de p-Nrf2/Nrf2 por inmunodeteccion.

En la figura 8 se observa un incremento significativo en la expresion de p-Nrf2/Nrf2,
respecto al.control, por la exposicion a PMzs de las estaciones LAA y PED en la
temporalidad-séca fria; siendo ésta ultima la més elevada con respecto a las demas
estaciones enasmisma temporalidad y también respecto a la temporalidad seca
caliente. La exposicion a PM2.sde UIZ en temporalidad seca caliente o fria, no tuvieron
cambios respecto a da condicion control. Lo anterior indica que existe una mayor
respuesta de Nrf2 ante la'exposicion a las particulas de PEDsr y LAAsF, sugiriendo que
existe una sefalizacion redex que induce la activacion de la via de este factor de

transcripcion.
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Figura 8. La exposicion a 10 ug/mL de PMzsactiva la via dexNrf2 en la linea celular
A549. Imagenes representativas de Western blot para las proteinas Nrf2 y p-Nrf2:
control (DMEM+SELF), LAAsc, UlZsc, PEDsc, LAAsF, UlZsr y PEDsrF. La proteina
GADPH se utiliz6 como control de carga y su cuantificacién se grafic6 como, el promedio
+ SEM, de tres experimentos independientes por triplicado. UA; unidades arbitrarias.
ANOVA de una via, Post- hoc Tukey’s. *p < 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001.

8.3.2. Expresion de la enzima antioxidante SOD-2
La superéxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD), también conocida como SODP-2,
tiene como funcion la catalizacion y remocion de los aniones superoéxido (Oz2°) tdéxices

y la subsecuente regulacion de la apoptosis mediante la liberacion de citocromo Cy la
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modulacion del estado redox de la mitocondria. Por lo tanto, cuando hay un aumento
de ROSytambién aumenta la produccion de este antioxidante.

En la figtra”9, se graficé la expresion de SOD-2 en los grupos de interés. Se observo
una disminucidn significativa de esta proteina en la estacion PED en temporalidad
seca caliente contrespecto al control. No obstante, la estacion UIZ en la temporalidad
seca caliente se aprecia un aumento en la expresion de SOD-2 estadisticamente
significativo con reSpeeto a las demas estaciones, independientemente de la
temporalidad seca calieénte o seca fria. Las demas estaciones no tuvieron diferencias

significativas respecto al‘control, pero si con UlZsc.
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Figura 9. Efecto de laexposicion a 10 pg/mL'de PMzzen la expresion de SOD-2 enla
linea celular A549. Imagenes representativas de Western blot de SOD-2 para los
diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAAsc, UlZsc, PEDs¢, LAAsF, UlZsry PEDsr.La
proteina GADPH se utilizé6 como housekeeping y su cuantificacion se grafico comoel
promedio = SEM, de tres experimentos independientes por triplicado. ANOVA de una
via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

8.3.3. Expresion del factor de transcripcion NF-KB
En las células, el factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kf) puede actuar,como un

sensor de estrés oxidante, debido a que su unién al DNA es dependiente del’estado

redox de la célula.
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El efecto de la exposicion con PMzs en las células A549 induce un aumento significativo
en la expresion del factor nuclear NF-kB en las estaciones LAA, UIZ en la temporalidad
seca fria y PED en temporalidad seca caliente con respecto al control. La expresion de
NF-kB disminuyd ante la exposicion de las particulas de la estacion UIZ en la
temporalidad seca:.caliente con respecto a las estaciones LAA y PED en la misma
temporalidad y LAAsF. En cuanto a la temporalidad seca fria, se observa un decremento
significativo en la expresion de NF-kB en la estacion PED con respecto a las estaciones
UlZ y LAA. Si comparamos'la estacion UlZ en ambas temporalidades, se puede apreciar
un aumento significativo en la‘temporalidad seca fria con respecto a la temporalidad seca
caliente; tal comportamiento se-Ve replicado en la estacion LAA en la temporalidad seca
fria con respecto a UIZ seca caliente (figura 10). Lo anterior sugiere que el PM de la
temporalidad seca fria induce mas_eambios en NF-kB, que la seca caliente, siendo el
comportamiento semejante para LAAYWPED; pero UIZ tuvo un comportamiento opuesto
en cada temporalidad.
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Figura 10. Efecto de la exposicién a 10 ug/mL de PMzsen la expresion-de NF-kB en
la linea celular A549. Imagenes representativas de Western blot de NF-k[B/para los
diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAAsc, UlZsc, PEDsc, LAAsr, UIZstY)PEDsk.
La proteina GADPH se utilizé como control de carga y su cuantificacion se graficé’'cemo
el promedio + SEM, de tres experimentos independientes por triplicado. ANOVA de yna
via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001
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8.3.4. Expresion de la enzima antioxidante y-GCSc

La gamma Jglutamilcisteina sintetasa (y-GCSc) es la primera enzima limitante en la
sintesis de‘glutation (GSH) y es relevante debido a que la GSH mitocondrial es critica
en la defensa ¢ontra el estrés oxidante generado tanto fisiolégicamente como de forma
patolégica. Existen diversas condiciones que alteran los niveles del mRNA en estado
estacionario de la“y«GCSc e incluyen el estrés oxidante, los antioxidantes, y los

conjugados del GSH, ‘entre otros (Martinez et al., 2011).

Con respecto a la y-GCS”se.observdé un aumento significativo en la expresion de
proteina en la estacién PED en la temporalidad de seca caliente con respecto al control
y las demas estaciones y temporalidades. No se observo diferencia significativa entre
las estaciones LAA y UIZ en ambas temporalidades. No obstante, la expresiéon de y-
GCS en la estacion PED en temporalidad seca fria es significativamente menor con
respecto a la estacion PED en la temperalidad seca caliente y a su vez, a la estacion

LAA en ambas temporalidades (figura 11).
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Figura 11. Efecto de la exposicién a 10 ug/mL de PM2sen la expresion de Y-GCSc
en la linea celular A549. Imagenes representativas de Western blot de Y-GCSc para los
diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC, UIZSC, PEDSC, LAASF; UIZSF y
PEDSF. La proteina GADPH se utiliz6 como control de carga y su cuantificagion se
grafico como el promedio + SEM, de tres experimentos independientes por triplicado.
ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ****p < 0.0001
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8.3.5. Expresion de HMGB1

La produeciort excesiva de EROs (por ejemplo, el H202) puede provocar dafio en
macromoléculas lo cual desencadena la translocacién y liberacion de HMGB1; debido a
gue es un patron'molecular asociado al dafio, induce autofagia durante el estrés oxidante
como un mecanismo'de defensa celular. Las enzimas antioxidantes (por ejemplo, SOD)
inhiben la activacion'de"HMGB1, asi como la induccion de autofagia.

En la figura 12, se obsepvayque la exposicion a PM en las estaciones PED seca caliente
y LAA seca fria increment6 significativamente la expresiéon de HMGB1 con respecto al

control y a su vez, cada una fue.mayor con LAAsc y PEDsF.
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Figura 12. Efecto de la exposicion a 10 pg/mL de PMzsen la.expresion de HMGB1
en lalinea celular A549. Imagenes representativas de Western blotde HMGB1 para los
diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC, UIZSC, PEDSC, LAASF, UIZSF y
PEDSF. La proteina GADPH se utilizO como control de carga y su cuantificacion se
grafic6 como el promedio + SEM, de tres experimentos independientes® por, triplicado.
ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

48



84. Evaluacion de la transicidn epitelio-mesénquima sobre la linea celular
A549 expuesta a PMzs en solucion SELF.

8441, Expresion del marcador epitelial E-Cadherina

La E-cadherina es una proteina transmembrana localizada en las uniones adherentes y
en la membrana basolateral de las células epiteliales, cuya funcién es mantener la
polaridad celular y las€structura.

Dicha proteina dismindyé, su expresion significativamente en la estacion UlZ seca
caliente y PED seca fria‘comparacion con el control. En contraste, la expresion de E-
cadherina aument6 para LAA en temporalidad seca caliente con respecto al grupo control
dicho incremento fue significativo en comparacion con las otras estaciones y
temporalidades. Asimismo, se oliservé una expresion significativamente menor en las
estaciones LAA y PED en la temporalidad seca fria con respecto a la temporalidad seca

caliente (figura 13).
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Figura 13. Efecto de la exposicion a 10 pg/mL de PM2zs en la expresion de E-
Cadherina en la linea celular A549. Imagenes representativas de Western.blot de E-
Cadherina para los diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC, UIZSC,PEDSC,
LAASF, UIZSF y PEDSF. La proteina GADPH se utilizO como control de carga y su
cuantificacion se grafic6 como el promedio + SEM, de tres experimentos independientes
por triplicado. ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
****n < 0.0001.
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8.4.2. Expresion del marcador epitelial citoqueratina acida

Las citoqueratinas son péptidos fibrosos de tipo alfa, y son importantes componentes
del citoesqueleto de casi todas las células epiteliales; la citoqueratina &cida es,
probablemente,_de las queratinas mas frecuentemente expresadas dentro de la familia
de genes de filamentos intermediarios.

Con respecto a lacitoqueratina acida (CK-acida), en la figura 14 se observé una
expresion significativamente mayor para la exposicion de LAA en la temporalidad seca
caliente en comparacion al grupo control y en general con las demés estaciones en
ambas temporalidades. AsimiSmo, se aprecia una menor expresion de esta proteina en
la estacion PED seca caliente.con respecto a las otras estaciones en la misma
temporalidad seca caliente. Al»Comparar las mismas estaciones, se observa que
expresion de CK-acida en LAA y_UWIZ disminuy6é en la temporalidad seca fria en

comparacién con la seca caliente.
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Figura 14. Efecto de la exposicion a 10 pg/mL de PM2s en lar~expresion de
citoqueratina en la linea celular A549. Imagen representativa de Western blot de
Citoqueratina acida para los diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC; UIZSC,
PEDSC, LAASF, UIZSF y PEDSF. La proteina GADPH se utiliz6 como control de-carga
y su cuantificacion se grafic6 como el promedio £+ SEM, de tres experimentos
independientes por triplicado. ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p <0.05; **p < 0.01;
***p <0.001; ****p < 0.0001.
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8.4.3. Expresiéon del marcador mesenquimal a-SMA

La fibrosis.€ssuna secuela patologica comun de lesidén o inflamacion tisular y es una
causa importante de insuficiencia organica. Los subconjuntos de fibroblastos
contribuyen a la fibrosis tisular de multiples maneras, sin embargo, por la ausencia de
marcadores bien ‘caracterizados, la actina del masculo liso a (a-SMA) se utiliza a
menudo para identificar fibroblastos patoldgicos.

La figura 15 muestra los cambios de expresion de a-SMA ante la exposicion a PM. Se
observa un aumento significative en su expresion en PED en ambas temporalidades
con respecto al control y a das.otras estaciones y temporalidades. Al comparar
temporalidades, se aprecia una disminucidon en la expresion de a-SMA en PED y UIZ
seca caliente a seca fria. No hubo cambios en los demas grupos.
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Figura 15. Efecto de la exposicién a 10 ug/mL de PM25s en la expresionde a-SMA en
la linea celular A549. Imagen representativa de Western blot de a-SMA para los
diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC, UIZSC, PEDSC, LAASF), UIZSF y
PEDSF. La proteina GADPH se utiliz6 como control de carga y su cuantificacion se
grafic6 como el promedio £+ SEM, de tres experimentos independientes por triplieado.
ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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8.4.4. Expresion del marcador mesenquimal Vimentina

El fenotipo mesenquimal se caracteriza por cambios morfoldégicos y moleculares tales
como: sobrerregulacion de marcadores mesenquimales. Por ejemplo, los filamentos
intermedios des€itoqueratina son reemplazados por vimentina, la cual confiere forma e

integridad a la célula.

En la figura 10, se observa un incremento estadisticamente significativo en la expresion
vimentina en LAA en ambas temporalidades y un decremento en su expresion en PED
seca fria, con respecto al grupo control. Dicho aumento fue significativo también al
compararlo con los demas grupos, y la disminucion excepto con UlZsk. La exposicion a
PMz.s de la temporalidad seca friasdisminuyo la expresion de vimentina, comparado con
sus correspondientes en la temporalidad seca (figura 16).
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Figura 16. Efecto de la exposicién a 10 pug/mL de PM:2s en la expresion de
Vimentina en la linea celular A549. Imagen representativa de Western blot de
Vimentina para los diferentes grupos control (DMEM+SELF), LAASC, UIZSCy PEDSC,
LAASF, UIZSF y PEDSF. La proteina GADPH se utilizd como control de<Cargay su
cuantificacion se graficé como el promedio £+ SEM, de tres experimentos independientes
por triplicado. ANOVA de una via, Post-hoc Tukey’s. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
****p < 0.0001.
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IX. DISCUSION
9.1. Viabilidad de la linea celular A549 expuesta a fluido pulmonar simulado

Los contaminantes unidos a particulas pueden suponer un riesgo para la salud de los
seres humangs. ) Evaluar la exposicion inhalatoria basandose uUnicamente en las
concentracionestotales de contaminantes tiende a sobreestimar el riesgo potencial. Para
una evaluacion mas precisa del riesgo, es crucial tener en cuenta la biodisponibilidad; es
decir, la parte de los eentaminantes que realmente ingresa a la circulacion sistémica y
gue representara un riesgo~(Dean et al., 2017). Actualmente los investigadores han
optado por utilizar el concepto de bioaccesibilidad en lugar de biodisponibilidad, debido
a que su medicibn es mas rapida y econdémica, especialmente cuando se evalla la
exposicion a través de la ingestion oral. No obstante, las particulas contaminantes
presentan un comportamiento distinto.al ser inhaladas en comparacion al ser ingeridas
por via oral. Por lo anterior, en los estudios mas recientes se ha incorporado el uso de
liquidos especificos que simulen-distintas partes del sistema respiratorio humano, tal es
el caso del fluido pulmonar simulade-SELF, el cual pretende representar el entorno
extracelular del pulmon, y por ello fueutilizado en este trabajo. La viabilidad en las células
epiteliales alveolares A549 mediante ensayo MTT' y microscopia 6ptica (morfologia
celular) mostraron que un aumento en a~proporcion del fluido SELF provoca una
disminucién en la viabilidad celular, posiblemente dado.por. los cambios osméticos a los
gue se enfrentan las células por la adicién de la solucionSELF, que puede conllevar a
lesiones reversibles e irreversibles (Sacchetti et al., 2016). LoS resultados muestran dafio
celular, a diferencia de Kumar et al (2017) que reportan que SELFes biocompatible con
las células A549 mediante ensayo de MTT y en conjunto con la mictascopia electrénica
de transmision y transcriptomica, indicando claramente que se requiere masinvestigacion

para establecer este hallazgo.

9.2. Evaluacién del dafio oxidante sobre la linea celular A549 expuesta.a PM:zsen
solucién SELF

9.2.1. Comparacion con el control

Al comparar los datos con el control se encontraron mas cambios en la estacion LAA
seca-fria y PED seca-caliente. El aumento de p-Nrf2 y NF-kB para LAA y PED seca-fria
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sugiere.gue éstas particulas inducen el sistema antioxidante (Nguyen et al., 2009) y que
Su respue€sta es suficiente para contrarrestar el dafio puesto que no existen diferencias
significativas_con el control para SOD-2, HMGB1 y y-GCS. Para LAA y UIZ seca-fria se
muestra comportamiento semejante a LAA seca-caliente, s6lo que induce Unicamente a
NF-kB, lo que sugiere que existen otros mecanismos involucrados para el efecto de los
metales bioaccesibles en el PM2s (ver mas adelante; Morante Hernandez, 2005). De
manera interesante #/PED seca caliente muestra un incremento en p-Nrf2, SOD-2 y NF-
kB, lo que indica que para.esta exposicion existen mas mecanismo gue se estan llevando a
cabo, tanto del estrés oxidante por las ultimas dos proteinas, como los asociados a NF-k3,

aunqgue se haya presentado unatendencia al aumento en pNrf2.

9.2.2. Comparacion entreitemporalidad seca-caliente y seca-fria

Los resultados de la inmunodeteccion/de marcadores de estrés mostraron un incremento
en los marcadores Nrf2, NF-kB para‘UlZ y PED, en la temporalidad seca fria en
comparacién con la temporalidad—=seca-caliente. Cabe destacar que las particulas
suspendidas reportan mayores concentraciones.en la temporalidad seca-fria invierno;
INECC, 2022). No obstante, la expresion desSOD-2.maostromayor expresion en UIZ seca-
caliente con respecto a seca-fria.

Un proceso clave en la proteccion celularicontra el“estrés oxidante o la exposicion a
sustancias electrofilicas es la activacion de la via de Nrf2,cuya funcién es regular la
expresion de genes que producen proteinas responsables de neutralizar y eliminar
sustancias oxidantes y agentes electrofilicos mediante reacciones de conjugacion,
fortaleciendo asi la capacidad antioxidante de la célula (Nguyenset al., 2009). Se ha
descubierto que Nrf2 es una proteina altamente inestable y que-no es necesaria la
activacion de Nrf2 en respuesta al estrés al romperse la asociacion”con la proteina
Keapl, lo que liberaba a Nrf2 para que se trasladara al nacleo y llevara a‘cabossu funcién
de transcripcion (Nguyen et al., 2009). En un estudio realizado por Rodriguez Cotto et al
(2015) determinaron que la mayor parte de la activacion de Nrf2 en extractos de ADE
(African dust event) y No ADE se debe a la presencia de metales; asimismo afirmaron

gue Nrf2 mantiene un nivel basal de respuesta antioxidante y ademas puede estar
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involucrado en la regulacion de otras funciones, como la detoxificacién o la homeostasis
redox celular.

De igual manera, en los resultados de la expresion de HMGB1 se obtuvo que aumenta
su expresiontdependiendo de la temporalidad y estacion, ademas que hay una relacion
entre la expresion. de Nrf2 y y-GCS, dado que, cuando aumenta la expresion de y-GCSy
HMGB1, disminuye'la expresion de pNrf2. (Yu et al., 2015) describié que la supresiénde
Nrf2 o HO-1 (hemo pxigenasa 1) aumenta significativamente la lesion oxidativa y la
liberacion de HMGB1, atestiguando el resultado obtenido. Al mismo tiempo, esta proteina
nuclear de unién al ADN se ha'reportado como un sensor de autofagia en presencia de
estrés oxidante (Kang et al., 2011; Yu et al., 2015).

Por otro lado, el factor de transcripCion nuclear NF-kf3 dentro de los numerosos procesos
en los que interviene son la respuesta:adaptativa a cambios en el balance redox celular,
inflamacion, respuesta celular inmune, regulacién del ciclo celular, diferenciacién y
proteccion frente a la apoptosis (Marante Hernandez, 2005). Algunos investigadores, en
experimentos in vitro, han observadoe-gue una reduccion en los niveles de glutation (GSH)
en el higado, tanto en el citosol come en lasgmitocondrias, junto con un aumento en la
peroxidacion lipidica, estan asociados ¢on la activacion de NF-kB y modificaciones en la
expresion de genes nucleares (Morante Hernandez; 2005). Lo anterior ilustra en parte el
comportamiento de PED seca-caliente sugiriendo asisa, activacion NF-k8 (y no Nrf2)
como consecuencia al aumento de ROS y eventualmente la capacidad de defensa
antioxidante ya que la enzima y-GCS se considera el paso limitante en la biosintesis del
GSH y se puede vislumbrar que la activacion de la y-GCS es el mecanismo para
contrarrestar el estrés oxidante generado; lo anterior porque SOD-2 esta disminuida.
Siendo lo opuesto para PED seca-fria, donde y-GCS esta disminuida:

En la literatura se menciona que dos reguladores clave de la respuesta‘Celular al estrés
oxidante, los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, pueden unirse’ a regiones
especificas en el promotor de los genes que codifican para SOD-2, Gpx y-CAT en las
células del musculo esquelético, promoviendo asi la sintesis de estas enzimasi{(Carvajal,
2019). Esto sugiere que, al haber un aumento de ROS, puede aumentar la produccion
de SOD-2 mediante la activacion del factor de transcripcion NF-kB. Para UlZ seca-

caliente, parece ser contradictorio ya que se mostré un incremento en la expresion de
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SOD-2.€n la temporalidad seca-caliente, pero un decremento en la expresion de NF-kp3,
sugiriendo.asi que el aumento en la expresion de SOD-2 pueda deberse a la activacion
de otra via'distinta.

Por otra partésHas particulas tienen diversos origenes, incluyendo la quema de biomasa
y otros procesos que no estan principalmente relacionados con la combustion (Rodriguez
Méndez, 2020). Gran'parte de las particulas con diametros superiores a 2.5 umprovienen
de la resuspension depolvo del suelo, especialmente por el trafico devehiculos, lo cual
es mas notable en areas con alta actividad vehicular (Neria Hernandez, 2020).
Tradicionalmente, los niveles maximos de concentracion se han detectado en estaciones
de monitoreo al norte de la Zona'Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), debido
a la contribucién de polvo resuspendido desde las areas agricolas del norte, la presencia
de industrias en esa region y el intenso trafico vehicular (Neria Hernandez, 2020). Las
concentraciones mas altas de elementes se registraron durante la temporada Seca-Fria
(noviembre-febrero), ya que las temperatlras mas bajas duranteeste periodo provocan
inversiones térmicas y una capa.de»mezcla inferior, lo que resultaen una dispersion
inadecuada de contaminantes y una\mayor acumulacion. Durante la temporada seca-
fria, se han registrado los niveles masaltos de PM2s en ZMCM, con unhistorial que
muestra picos maximos en areas centrales y!del nortesde la ZMCM. No obstante, eventos
de alta concentracion de PMzs, como el ocurrido durante,la contingencia de mayo de
2019, han afectado la calidad del aire en toda la zonametropolitana debido a
incendios masivos en el centro y sur del pais. (Secretariadel Medio Ambiente de la
Ciudad de México, 2024). La temporada Seca-Caliente (marzae- mayo) también presenta
altas concentraciones debido a la menor humedad relativa y labaja’velocidad del viento
causadas por sistemas de alta presion, lo que conduce a una dispersion deficiente de
contaminantes (Neria Hernandez, 2020).

En un estudio realizado por Al Hanai et al., (2019) donde buscaron evaluarfa-asociacion
entre las variaciones temporales en la composicion quimica y las fuenteS «de PMzs
urbanas y el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria en un modelo de macréfagos
alveolares (MA), realizaron una campafia de muestreo de un afio de duracion

recolectando muestras de PM25 en la Universidad Sharif en Teheran, Iran, hallaron varios

metales (incluidos As, Cd, Cr, V, Ni y Zn) los cuales estuvieron presentes en
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concentraciones mas altas en la temporada de seca-fria, lo que sugiere la importancia
de fuentes como la combustion de combustible diésel, la abrasion de metales y el
desgaste de neumaéticos, el aceite lubricante y las industrias locales. en los meses mas
frios; en cuanto. a los compuestos organicos medidos en PM2s (como HAP, hépanos,
levoglucosano}_n-alcanos y acidos organicos) aumentaron tres veces en seca-fria en
comparacion con lafseca-caliente, lo que puede atribuirse al aumento de la contribucion
de fuentes como la<€ombustién incompleta, la quema de biomasa y la combustién de
petréleo residual. Estos.resultados sugieren que las especies PM2s que impulsan la
produccion de ROS son mésjabundantes durante los meses de invierno en Teheran (Al
Hanai et al., 2019).

Por lo anterior, se puede inferir que; en la temporalidad seca-fria se favorecié laformacion
de especies reactivas de oxigenorque indujo la activacion del sistema antioxidante
mediante la via de Nrf2 en la linea celdlar A549, mientras que, en la temporalidad seca-
caliente, por el contrario, fue probablemente a través de la via de AP-1, visto que y-GCS

y SOD-2 aumentaron su expresion en esta.temporalidad.

9.2.3. Comparacién entre las-estacionesddlZ, PED y LAA

Enla ZMCM en el afio 2021, la mayor contribucionalaemision de PM2s fue el transporte
(42%), generado por los vehiculos pesados.de cargay de,transporte publico que utilizan
diésel, seguido de los autos particulares y las motocicletas. Las fuentes de area aportan
el 40%, principalmente a la quema de cielo abierto de residues.solidos y al transito sobre
vialidades pavimentadas. El sector industrial tiene una contribucion del 3%,
especialmente en la generacion, transmisién y distribucion._de energia eléctrica
(Secretaria del Medio Ambiente de la Ciudad de México, 2024). A nivel estacion, para el
limite de 24 horas de la NOM, la CDMX presentd su maximo en los sitios'LAA, UIZy PED
de 24, 21y 17 pg/m3., respectivamente.

En la tabla 4 se aprecian los resultados de la inmunodeteccién de marcadores de estrés.
Para la temporada seca-caliente, las estaciones que presentaron mas cambios fueron
LAA y PED, ambas activando la via NF-kf para compensar el estrés oxidante, aunque
con cambios opuestos en las demas proteinas y siendo UlZ la que ofrecié una
modulacién de la respuesta antioxidante so6lo para SOD-2. En la temporalidad seca-fria,

el comportamiento fue semejante a la otra temporalidad, LAA y PED ofrecen mayor
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respuesta a la exposicion y muestran activacion de la defensa antioxidante mediante la
via de\Nrf2; mientras que UIZ presenta activacion de NF-kB y disminucion de Nrf2, sin
cambio endas+«demas proteinas. Lo anterior indica que la temporalidad seca fria induce
mayor respugsta que la caliente y que el PM de UIZ no es un inductor tan fuerte de estrés
oxidante, de modo que no es necesario activar factores de transcripcion a su respuesta;
en cambio, LAA y PED producen mas estrés oxidante que se traduce en una mayor

respuesta antioxidante;

Tabla 4. Comparativa de" |a expresion de marcadores para estrés oxidantes entre las

estaciones segun su temporalidad.

ESTACIONES
SecCa-caliente Seca-fria
LAA Uiz | PED | LAA | UIZ | PED

" Nrf2 - | - i | i
¥ [soD-2 | 4 i N - | -
O

Q [NFkB | ] e ]
g v-GCs | - [T 1 | - |
= HMGB1 | l i 1 - |

9.3. Evaluacién de latransicion epitelio-mesénquima sehre la linea celular A549
expuesta a PMzsen solucién SELF
9.3.1. Comparacion con el control
La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es el proceso mediante el cual una célula
epitelial sufre multiples cambios donde transforma temporalmente su fenetipo a uno de
una célula mesenquimal, en respuesta a estimulos tanto internos come externos
(Troncoso et al., 2017).
La metéastasis implica la propagacion de células cancerosas desde el sitio original del
tumor hacia tejidos cercanos y organos distantes. La transicion del estado epiteliakal

mesenquimal es un proceso central en este fendmeno tumoral. Se ha observado que las
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especies reactivas de oxigeno facilitan esta transicion al aumentar la expresion y la
actividad“de ciertas metaloproteinasas, las cuales participan en la degradacion de los
componentes de la matriz extracelular mediante procesos de protedlisis (Alonso Diaz et
al., 2021). Por ejemplo, en el estudio realizado por Zufiiga Eulogio (2019) reporté que el
efecto cronico del cadmio sobre células epiteliales mamarias no tumorales puede inducir
estrés oxidante, fayvarecer la inhibicion de los sistemas de reparacion del DNA 'y promover
la TEM. Asimismo,“€n-una investigacion llevada a cabo por Wang Y. et al., (2019)
concluyeron que la expasieion cronica a PMzs en células A549 induce comportamientos
malignos, resultando en lasadquisicion de propiedades de TEM en ratones.

Respecto al control, LAA seca-caliente trata de compensar los cambios al aumentar la
expresion de los marcadores epiteliales E-cadherina y citoqueratina frente a vimentina.
LAA seca-fria induce cambios mesenguimales al incrementar vimentina. PED seca-fria
induce TEM donde es mayor la regulacion mesénquima ya que disminuye E-caherina y
vimentina, pero aumenta a-SMA. UlZ¢seca caliente solo disminuye E-cadherina, sin
alterar otras proteinas, por lo que el cambie-apenas inicia y puede ser reversible. Con
conclusion semejante, PED seCa<caliente .aumentando a-SMA, sin alterar otras
proteinas. UIZ seca-fria no presenta-eambios ‘significativos. Los datos sugieren que la
exposicion a PM2.s puede promover el proeeso de"TEM de manera parcial (ver discusion

abajo), siendo las mas inductoras LAA y PED.

9.3.2. Comparacion entre temporalidad seca-caliente'y seca-fria

Los resultados de la inmunodeteccién de marcadores de fenetipo epitelial mostraron un
incremento en los marcadores E-cadherina y citoqueratina acida end:AA seca-caliente y
s6lo E-cadherina para PED en la misma temporalidad, comparada ¢on la seca-fria. Del
mismo modo, los marcadores del fenotipo mesenquimal a-SMA y vimentina aumentaron
su expresion en la temporalidad seca-caliente con respecto a la seca-frfa, proponiendo
asi que la exposicion tras 24 horas de PM2s en las células A549 puede inducirun estado
de transicion parcial en donde se expresan marcadores para ambos fenotipos-al.mismo
tiempo.

En un principio se planteaba que la transicion epitelio-mesenquimal era un procesa que

debia finalizarse completamente para adquirir un fenotipo mesenquimal pleno, mientras
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gue la.transicion mesenquimal-epitelial era el proceso reversible que permitia volver al
fenotipe“epitelial original (Miguel et al., 2021). Sin embargo, numerosas pruebas indican
gue la transieion epitelio-mesenquimal en células cancerosas suele ocurrir de manera
parcial. Estefproceso parcial de TEM conduce a la existencia de una amplia gama de
fenotipos intermedios, lo cual promueve la plasticidad celular y tiene implicaciones en la
heterogeneidad dentro del tumor (Miguel et al., 2021).

Troncoso et al.,, (20X7) ilustran que la TEM se divide en tres etapas: células no
migratorias, células premigratorias y células migratorias; en el periodo premigratorias
representa una fase transitoria que precede el inicio de la transicion epitelio-
mesenquimal; las células han~experimentado una pérdida parcial de su polaridad
caracteristica de una célula epitelial, lo cual se debe a la represion y activacion
simultdnea de genes relacionadoson proteinas de adhesion celular como E-cadherina,
ocludinas y claudinas, asi como can _proteinas mesenquimales como N-cadherina,

vimentina y metaloproteasas.

9.3.3. Comparacion entre las\estaciones UlZ, PED y LAA
Como se aprecia en la tabla 5, los resultados de'la.inmunodeteccién de marcadores de
TEM mostraron comportamiento muy semejante~€ntre las dos temporalidades. LAA
muestra. LAA muestra un aparente compartamiento” de,compensacion puesto que al
aumentar tanto las proteinas marcadoras epiteliales coma alguna mesenquimal. UlZ
muestra un patrén en el que no prevalece ninguna de las des, por lo que posiblemente
no se esté llevando a cabo el proceso de TEM y otro esté ocurriendo (ej. arresto celular)
y PED muestra tendencia hacia la TEM al disminuir las proteinas epiteliales y aumentar
la mesenquimal. Por lo anterior, se puede afirmar que en la estacion UIZ no existe
evidencia que indiquen que la exposicién a PMzs por 24 horas genere’la aparicion de
marcadores para la TEM. No obstante, se sugiere que el PM de las estaciones LAA y
PED puede inducir una fase de transicion de un fenotipo epitelial a‘.uh. fenotipo

mesenquimal.
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Tabla 5. Caomparativa de la expresion de marcadores para TEM entre las estaciones seglin su
temporalidad.

ESTACIONES
Seca-caliente Seca-fria
" LAA | UIZ | PED|LAA | UlZ| PED
1 | E-cadherina | 1 | I i - |
<8E CK-Acida t | | 1 | -
S | a-SMA et Lo
<§E Vimentina ! | | ! | |

Aungue el proceso de TEM ha sidosmas analizado en las células neoplasicas, no hay
gue descartar la importancia que adquiere este proceso ante una respuesta inflamatoria
debido a que, en los tejidos epiteliales, este proceso puede activar la transicion epitelio-
mesénquima. Durante esta transicion, las eélulas comienzan a expresar marcadores
mesenquimales ademas de retener‘algunos epiteliales, mientras que la membrana basal
comienza a deteriorarse (Alvaro Sanchez, 2019). Estas células se separan del epitelio,
atraviesan la membrana basal y se acumulan en el espacio intersticial del tejido, guiadas
por factores de crecimiento y moléculas guimioatrayentes liberadas como parte del
proceso inflamatorio asociado al dafo tisular. Es en €ste espacio intersticial donde
finalmente pierden todos los marcadores epiteliales y adoptan completamente un

fenotipo fibroblastico (mesenquimal; Alvaro Sanchez, 2019).

En conjunto, este trabajo contribuye al campo de la toxicologia ambientakal proporcionar
mayor entendimiento sobre la respuesta in vitro a la exposicion de PMg5 utilizando como
vehiculo el fluido SELF. Los hallazgos subrayan la importancia en’cuanto a la
complejidad de los efectos del PM2s en la salud celular, mostrando cémo la_exposicion
a diferentes condiciones ambientales puede modular significativamente la reSpuesta
celular y los procesos de transicion epitelio-mesenquimal, lo cual tiene implicaciones
importantes para entender los impactos biol6gicos del PM en suspension. AdemasySe

identificaron areas para futuras investigaciones (perspectivas), como indagar el por qué
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las vias‘de defensa antioxidante que se activaron varian segun la estacion de origen del
PMzs, 0" Incluso determinar el tiempo en horas necesario para que el proceso de

transicion«€pitélio mesénquima se dé por completo y no parcialmente.
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X+~ CONCLUSION

La exposicion a los componentes del PM2s disuelto en SELF durante 24 horas, induce
dafio oxidante y transicion epitelio mesénquima parcial en la linea celular A549
dependiente decla temporalidad y zona de colecta del PM, lo cual se puede deber a
cambios en su cemposicion. Asi mismo, se induce mayor expresion de marcadores de
estrés oxidante durante la temporalidad seca-fria con respecto a la seca-caliente,
activandose diferente via de defensa contra el dafio generado. Mientras que, para la
TEM, lo mas destacado se dio en la temporalidad seca-caliente con respecto a la seca
fria y, finalmente, las particulas provenientes de estaciones PED y LAA generan mayor
respuesta celular, siendo UlZsa aparentemente manejable para la célula, en los

pardmetros analizados.
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ANEXOS

Loading
buffer
1 2 3X 4X
X X
Tris 1M (pH: 1mL 2mL 2 mL 2
6.8) mL
SDS 10% 1mL 2mL 3mL 4
mL
2-mercapto 100 pl 200 ul 300 ul 400 pl
Glicerol TmL 2mL 3mL 4
mL
H20 6.8'mL 3.7 mL 1.6mL -
Rojo de fenol 0.1ml 0.1 mL 0.1mL 0.1mL
Buffer de corrida Buffer stripping
5X 10X Para 1 Litro
Glicina 72¢g 144 g Glicina 15¢g
Tris base 15g 30¢g SDS lg
SDS 10% 5g 10g Tween20 10 mL
H,0 hasta Aforar hastall H,O hasta Aforarhastall

Se debe ajustar el pH a 8.3

Sedebe ajustar el pHa 2.2

Buffer de transferencia (solucién Buffer de
base) transferencia
5X 10X 1X
Trisbase | 7.25¢ 145¢ Por cada litro
Glicina 3649 72 son;200 mL de
g metanol
H20 Aforar hasta 1 L Solucidnbase (200
hasta mL si
Se debe ajustar el pH a 8.3 es5X 0 100/mLssi es
10X)Aforar hastayl L

Rojo de Ponceau

Solucion de bloqueo

Acido acético

2%

Leche descremada 5g

Rojo

05g

H,0 hasta

50
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Upper buffer Lower buffer
Tris base 30g Tris base 36.3¢g
SDS 08g SDS 08g
H,0 hasta 200 H,0 hasta 200
mL mL

Disolver Tris y ajustar pH: 6.8,
agregarSDSy disolver. Aforar a
200 mL. Filtrar selucién con un

Disolver Tris y ajustar pH: 8.7,
agregar SDS y disolver. Aforar a
200 mL. Filtrar solucién con un

PBS para Western, Blot

PBS Tween 0.1%

(10X) PBS 10X 100 mL
NaC 40.88 9
! Tween 20 1mL
KCI 1.006.9
Na,HPO. 13544 H.O hasta 1000 mL
KH2PO4 1.225¢
H-0 hasta 200
mL

Composicion y contentracion defluido artificial intersticial (AIF)

(g/L) (Stopford.et al.,2003)

Orden Cantida_ld de
de REACTI reactivo
adicién VO para 500 r_rlL de

disolucion
1 Cloruro de Magnesio Hexa-hidratade.0:1 5.0 mL

M

2 Cloruro de sodio 0.7 M 75.0 mL
3 Cloruro de potasio 0.1492 g
4 Fosfato dis6dico 0.1 M 4.9 mL
5 Sulfato de sodio 0.1 M 2.4 mL
6 Cloruro de Calcio 0.1 M 11.8 mL
7 Acetato de sodio Tri hidratado 0.4763 g
8 Bicarbonato de sodio 1.3021¢
9 Citrato de sodio Di hidratado 0.0490.9
10 pH (ajustado con HCI al 37%) 7.4
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Composicién y concentracién del fluido lisosomal artificial

(ALF) (g/L)
(Colombo et al., 2008).

Cantidad de
Orden de REACTIVOS reactivo para 1
adieién Lde disolucion

1 Cloruro de Magnesio Hexahidratado 0.1 M 1.2mL

2 Cloruro de sodio 0.7 M 40.0 mL

3 Cloruro de Calcio 0.1 M 4.2 mL

4 Sulfato de sodio 0.1 M 2.4 mL

5 Fosfato dis6dico 0.1 M 2.4 mL

6 Tartrato disddico 0.0454 g

7 Citrato de sodio Di hidratado 0.0389 ¢

8 acido citrico 10.4522 g

9 Piruvato de sodio 0.0860 g

10 Glicina 0.0295¢g

11 kactato de sodio 0.0459 g

12 hidroxido de sodio 3.03645 g

13 Aguainyectable 1L

14 pH (ajustado con HCIl u NaOH)(Boisa et al., 45+/-0.1

2014)
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Composicion y concentracién del liguido pulmonar epitelial simulado
(SELF)(Boisa et al., 2014).

Orden React Cantidad de reactivo para
de €activos 1 Lde disolucién
adicion

A) REACTIVOS INORGANICOS.
1 Cloruro de sodio 0.7 M 75.0 mL
2 Cloruro de Calcio 0.1 M 8.2mL
3 Fosfato disédico 0.1 M 5.2mL
4 Bicarbonato de sodio 1.3500
g
5 Cloruro de potasio 0.1491
g
6 Cloruro‘'desMagnesio Hexahidratado 5.0 mL
0.1M
7 Sulfatoyde sodio 0.1 M 2.5 mL
"4 B) REACTIVOS ORGANICOS
8 Acido @seorbico 0.0054
g
9 Acido drico 0.0084
g
10 Glutation 0.0153
= g
_I‘C)REA@O\S ADICIONALES
11 Albumina 0.1300
g
12 L-Cisteina 0.0622
g
13 Dipalmitoilfosfatidilcolina 0.0505
g
14 Glicina 0.1880
g
15 Mucina 0.2500
g
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Las particulas PM2s tienen un impacto importante en la salud debido a
su capacidad de llegar a los alveolos pulmonares. Las interacciones
entre sus eomponentes quimicos y los sistemas biologicos juegan un
papel crucial en” el desarrollo de enfermedades cardiopulmonares vy
cancer de pulmon en personas expuestas a ellas. Sin embargo, los
efectos nocivos de tas PM2.5 no solo dependen de sus concentraciones
y de los component€es peligrosos provenientes de diversas fuentes, estan
ademas determinados-por las fracciones bioaccesibles. Este trabajo
empleo el fluido pulmenar, epitelial simulado (SELF) como vehiculo para
evaluar los componentes~biodisponibles de las PM2sy su efecto en la
induccion de esirés oxidante_en las células y la transicion de células de
un estado epitelial'a-un estado mesenquimal ante la exposicion a células
de epitelio alveolar'humanosA549. Se expusieron células A549 en
monocapa, por 24 horas, a 10 _pg/mL de PM2sdisueltas en solucion
SELF, provenientes de tres regiones-de la ciudad de México: estacion
pedregal (PED), unidad de ‘monitoreo: |ztapalapa (UlZ) y laboratorio de
analisis ambiental del norte*(LAA); y de dos temporalidades: seca
caliente (marzo-agosto) y seCa fria (noviembre-febrero) del 2022. Se
evaluo la viabilidad celular por el método.de MTT, se determiné la IC50,
la expresion de proteinas de estrés oxidante (SOD2, y-GCS, pNrf2, NF-
kB, HMGB1) y de la transicién epitelio mesénquima (CK-acida, E-
cadherina, vimentina, a-SMA) por el método deswestern blot. Se encontro
que la exposicion a los componentes del PM2s disuelto en SELF induce
dafio oxidante y transicion epitelio mesénquima parcial dependiente de
la temporalidad y zona de colecta del PM, lo cual 'se‘puede atribuir a la
variabilidad en su composicion. La mayor expresion de_marcadores de
estrés oxidante se observd durante la temporalidad seca-fria con
respecto a la seca- caliente, activandose diferente via de defensa contra
el dano generado. Mientras que, para la TEM, lo mas destacado se
aprecio en la temporalidad seca-caliente con respecto a la”seca fria vy,
finalmente, las particulas provenientes de las estaciones PED~y LAA
generan mayor respuesta celular, siendo UlZ la aparentemente
manejable para la célula, en los parametros analizados.
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