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RESUMEN

Las particulas atmosféricas con diametro aerodinamico igual o menor a 10
micrometros (PM1g), forman parte de la contaminacion atmosférica, principalmente de
zonas urbanas, y son consideradas un factor de riesgo en el desarrollo de cancer de
pulmdén aunque, poco se conoce sobre los mecanismos implicados en ello. Se ha
reportado que las PMyq inducen a p21Va"/“P! en células epiteliales de pulmén, una
proteina critica que es inducida después de dafio al DNA. Sin embargo, se
desconocen los mecanismos involucrados en la induccién de p21We"CP! después de
la exposiciéon con PMo. STAT3 es un factor de transcripcion que regula proteinas

1Waf1/Cip1

relacionadas con el ciclo celular como p2 , por lo que STAT3 esta asociada

con procesos proliferativos y sobrevivencia celular. En este trabajo se evalud la via

1Waf1/Cip1

de activacion de STAT3 y su impacto en los niveles de p2 , en el ciclo celular

y la apoptosis en células epiteliales de pulmoén A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMy.

Los resultados mostraron que p21"/a/cP1

es inducida por la exposicion con PMyg via
la activacion de STAT3 mediada por la cinasas Src y PKC{, como fue esclarecido
con el uso de inhibidores especificos de estas cinasas. Se encontré6 que STAT3
participo en la detencion del ciclo celular en la fase GO-G1 y previno la apoptosis en
las células expuestas a PMj,. Ademas, se determind que la inhibicion de la
fosforilacion de STAT3 evit6 la detencidn del ciclo celular y se observé un incremento
significativo de un 28% en los niveles de apoptosis, en comparacién con las células
control, lo que sugiere que STAT3 juega un papel antiapoptético. Aunado a lo
anterior, se encontr6 que la activacion de STAT3 en células expuestas a PMyg

ocasiono la estabilizacién de p21"ar/c!

en citoplasma, y se ha reportado que tiene
como consecuencia funcional la no detencion del ciclo celular, evento asociado con
la promocién de carcinogénesis y progresion tumoral. En este trabajo se propone un

AWal/CiP1 5 través de la

mecanismo de sefializacion para la induccion de la proteina p2
fosforilacion de STAT3, mediado por las cinasas Src y PKCC en células epiteliales de
pulmén expuestas a PM4o. EI mecanismo de activacion de STAT3 que se reporta, es

diferente al convencional, ya que la cinasa PKC( esta implicada en la fosforilacion del

vii



residuo S727, evento relacionado con sobrevivencia celular. En conclusion, en este
trabajo se demostré que células A549 expuestas con PMyo indujeron la fosforilacion
de STAT3 en Y705 y S727 mediado por las cinasas Src y PKCC respectivamente.

1Waf1/Cip1

Este evento se asocio con el incremento de p2 , asi como con la detenciéon

del ciclo celular en la fase GO-G1 y previniendo la apoptosis.
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ABSTRACT

Atmospheric particulate matter with aerodynamic diameter < 10 micrometers,
PM1o, mainly contributes to atmospheric pollution in urban zones. PMy is considered
a risk factor for the development of lung cancer, although the mechanism underlying
this process is still not elucidated. It has previously reported the induction of
p21WeMCPT in lung epithelial cells exposed to PM1o, which is a critical protein induced

A Wal/Cipt induction after

after DNA damage. However, the mechanisms involved in p2
PM;o exposure are unknown. STAT3 acts as a transcription factor that regulates the
expression of cell cycle proteins such as p21"W¥"CP! so STAT3 is associated with the
proliferation process and cell survival. This work evaluated the STAT3 activation
pathway and its impact on p21"a™"CP1 |evels, cell cycle and apoptosis in A549 lung
epithelial cells exposed to 10 pg/cm?of PM1o. The results showed that PMyo induced
p21WeMCiPT via STAT3 activation by Src and PKCZ kinases, which was elucidated
using specific inhibitors of these kinases. It also found that STAT3 mediated GO-G1
cell cycle arrest and prevented apoptosis in PMo exposed cells. Furthermore, it was
determined that inhibition of STAT3 phosphorylation prevented cell cycle arrest, and a
significant increase of 28% in the levels of apoptosis was observed, compared to
control cells, suggesting that STAT3 plays an anti-apoptotic role. In addition to this, it

found that STAT3 activation in cells exposed to PMqo caused p21"Wacirt

cytoplasm
stabilization, which according to literature has no cell cycle arrest, event related to
promoting carcinogenesis and tumor progression. In this work a signaling mechanism
is proposed by which lung epithelial cells exposed to PMio induces p21War/c!
through STAT3 phosphorylation mediated by Src and PKC( kinases. The STAT3
activation mechanism reported here is different from the canonical pathway, given
that PKCC kinase is involved in the phosphorylation S727 residue, event related with
cell survival. In conclusion, PMo induces phosphorylation of STAT3 at Y705 and
S727 through Src and PKCC, respectively; this event is related to an increased
p21WeMCiPT - expression level, inducing GO-G1 cell cycle arrest and preventing

apoptosis.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A549 Células epiteliales de adenocarcinoma de pulmén humano
Abl Cinasa abelson

ACS Sociedad Americana del Cancer

Balb/c Fibroblastos de raton

BEAS-2B Células de epitelio bronquial humano

CDKs Cinasas dependientes de ciclinas

CcoO Monéxido de carbono

CO2 Diéxido de carbono

DEP’s Particulas que provienen de la combustion de un motor a diésel
DMSO Dimetil sulfoxido

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
ERK1/2 Cinasa de respuesta extracelular1/2

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa

HAEC Células epiteliales de vias respiratorias humanas
HAP’s Hidrocarburos aromaticos policiclicos

I-PKCC Inhibidor de la actividad de PKC(

IARC Agencia internacional para la investigacion del cancer
IL-6 Interleucina-6

J774A 1 Monocitos de raton

JAK Cinasa janus

MIP-2 Proteina-2 inflamatoria de Macréfago

NO- Dioxido de nitrégeno

NOM Norma Oficial Mexicana

O3 Ozono

Pb Plomo

PBS Buffer salino de fosfatos

pEGFR-Y845 EGFR fosforilada en tirosina 845
pERK1/2-T202 ERK1/2 fosforilada en treonina 202

PKCC Proteina cinasa C isoforma zeta

PMio Particulas con diametro aerodinamico igual o menor a 10 um
PM2 s Particulas con diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 um
PP2A Fosfatasa de treonina/serina 2A

pPKCC-T410 PKCC fosforilada en treonina 410

PS Particulas suspendidas

pSrc-Y418 Src fosforilada en tirosina 418

PST Particulas suspendidas totales



LISTA DE ABREVIATURAS (continuacion)

pSTAT3-S727
pSTAT3-Y705
PTPRT

ROS

SHP1

SHP2

SO,

Src

STAT3

Stattic V
SU6656

TNFa

UF

UNEP

WHO

ug/cm?

ug/m’

um

STATS3 fosforilada en serina 727
STATS3 fosforilada en tirosina 705
Fosfatasa de tirosina del receptor T, conocida como PTPp
Especies reactivas de oxigeno
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Transductor de sefiales y factor de transcripcion 3
Inhibidor de la fosforilacion en Y705 de STAT3
Inhibidor de la actividad de Src cinasa
Factor de necrosis tumoral alfa
Particulas ultrafinas con diametro aerodinamico < 0.1 um
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
Organizaciéon Mundial de la Salud
Microgramos por centimetro cuadrado
Microgramos por metro cubico
Micrémetro



1 INTRODUCCION

El aire contiene alrededor de 78.08% de nitrogeno, 20.95% de oxigeno, 0.93%
de argoén, 0.03% de didxido de carbono, cantidades menores de 0.01% de helio y
neon, y ademas contiene miles de particulas suspendidas por litro de aire (Jacobson,
2002; Phalen, 2004). La contaminacion del aire se define como la presencia de uno o
mas contaminantes (polvo, ceniza, humo, bruma, gases, particulas) en suficientes
cantidades y tiempos de residencia en la atmodsfera, los cuales son capaces de
provocar dafos a la salud de las personas, animales y plantas, ademas de deteriorar
la infraestructura urbana, como monumentos historicos, edificios y esculturas (Peavy,
et al., 1986, Jacobson, 2002).

Los riesgos a la salud humana asociados a la contaminacion del aire fueron
reconocidos como perjudiciales desde la edad media (Jacobson, 2002). El evento de
niveles elevados de contaminantes atmosféricos en Londres en 1952, dio lugar a que
el Parlamento Inglés, en 1956, aprobara la Ley de Aire Limpio, la primera legislacion
en el mundo en relacion a la contaminacion del aire (Jacobson, 2002; Phalen, 2004;
Sellers, 2007). Desde 1974 el Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (UNEP, por sus siglas en inglés) y la Organizacién Mundial de la Salud
(WHO, por sus siglas en inglés) han estado colaborando en un programa de
monitoreo urbano de la calidad del aire en megaciudades, para abordar el problema
de contaminacién. Una megaciudad es definida como conjuntos urbanos con una
poblacion de 10 millones o mas de habitantes, sin embargo, no son necesariamente
las ciudades mas contaminadas, aunque tienen problemas serios de contaminacion,
y entre ellas se encuentran la Ciudad de México, Bombay, Beijing, Jakarta, Los
Angeles, Moscu, Calcuta, Shangai, Delhi y Manila (Molina y Molina, 2005).

El episodio de contaminacion del aire en Londres, entre otros, llamo la atencidn
sobre el impacto de la contaminacion atmosférica sobre la salud humana, por lo que
la comunidad cientifica se centrd en el estudio de los efectos adversos sobre la salud
de la contaminacién del aire ambiente (Ling and van Eeden, 2009). Actualmente, se

sabe que la contaminacion del aire es un factor de riesgo muy importante con



implicaciones globales en la salud publica (Dockery and Pope, 1994), y la
Organizacion Mundial de la Salud estimé que la contaminacién del aire, causo6 3.7

millones de muertes prematuras en todo el mundo en el 2012 (WHO, 2014).

1.1 Evaluacion de la calidad del aire

En la evaluacion de la calidad del aire se emplean estandares o valores de
referencia para la proteccion de la salud publica, lo cual permite vigilar su
cumplimiento. En el caso particular de México, los estandares se encuentran
publicados en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) a través del Diario Oficial de la
Federacion (DOF), en el que se establecen los limites permisibles de los
contaminantes criterio y que son de observacion obligatoria en todo el pais (SIMAT,
2015). Los contaminantes atmosféricos considerados criterio son: diéxido de azufre
(SO2), mondxido de carbono (CO), didéxido de nitrégeno (NO3), ozono (Os), plomo
(Pb) y particulas suspendidas con diametro aerodinamico igual o menor a 10 ym
(PMyo) y particulas con diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 ym (PMz5s). Los
valores limite permisibles para la concentracion de particulas suspendidas en el aire
ambiente son: (a) PM1o de 75 pg/m® en un promedio de 24 h y 40 pg/m® en promedio
anual; (b) PM.s es de 45 pg/m® para un promedio de 24 h y de 12 pg/m*® como
promedio anual (SIMAT, 2015). El diametro aerodinamico (DA) es el diametro de una
particula hipotéticamente esférica con las mismas caracteristicas de movimiento de
la particula en cuestidon (Dockery and Pope, 1994; Phalen et al., 2006), es decir, que
tienen la misma velocidad de sedimentacion independientemente de su tamafo,
forma o densidad. El usar el DA permite comparar diferentes particulas en términos
de como sedimenta en la corriente o flujo de aire (Flagan and Seinfeld, 1988).

Por otra parte, es importante resaltar que las PMyy contienen a las PM;s
(Englert, 2004) y el analisis gravimétrico indica que la relacion promedio PM;s/PM1g
varia entre diversas zonas urbanas del mundo (tabla 1). Este indicador permite saber
la proporcion que hay de PMj,s cuando se colecta PMqo. Histéricamente se ha

sugerido que las PM;5s afectan en mayor medida la salud humana debido a su



tamafo ya que pueden ingresar mas profundamente a los pulmones (Pope and
Dockery, 2006). Sin embargo, al caracterizar la fraccion de tamafio de una muestra
de PMy, se encontré que particulas con DA de 0.6 a 0.87 um formaron parte de esta
muestra de manera importante (Hawley et al., 2015), sugiriendo que sus posibles
efectos aditivos sobre la salud son debidos a la carga toxica de PM4o y de PM, 5. Se
sabe que las PMyo inhaladas podrian inducir mediadores pro-inflamatorios de los
pulmones a la circulacién sistémica, generando toxicidad extrapulmonar, a nivel de

cerebro y corazoén (Farina et al., 2013).

Tabla 1. Relacion PM, s5/PM1o en diversas partes del mundo.

Ciudad, Pais Relacion PM2 s/PM1g Referencia
Barcelona, Espafia 0.70 Querol et al., 2001.
Guangzhou, China 0.68 Wang et al., 2006.

Zurich, Suiza 0.61 Hueglin et al., 2005.
Nueva Delhi, India 0.48 Tiwari et al., 2009.

Shanghai, China 0.64 Wang et al, 2013.
Ciudad de México 0.47 Vega et al., 2004
Torino, ltalia 0.68 Alessandria et al., 2014

1.2 Particulas suspendidas en la atmoésfera

Las particulas suspendidas en el aire son una mezcla compleja de sustancias en
estado liquido o sdélido que se modifica en espacio y tiempo y que permanece
suspendido en la atmdsfera por periodos variables de tiempo. Por su origen, las
particulas pueden definirse como primarias (aquellas producidas directamente por
alguna fuente contaminante) o secundarias (las que se forman en la atmdésfera,
como resultado de la interaccion quimica entre gases y particulas primarias). La
contaminacién de particulas abarca las emisiones de fuentes naturales y
antropogénicas. Las naturales incluye al polvo arrastrado por el viento, ceniza
volcanica, polen, esporas de hongos, las particulas que provienen de incendios

forestales y erupciones volcanicas. Las particulas generadas por la actividades



humanas incluyen la quema de combustibles fosiles (especialmente las generadas
por los vehiculos automotores y de las centrales eléctricas), asi como de los
procesos industriales y de la construccion. La principal fuente de particulas
suspendidas en areas urbanas son: el transporte, las fabricas y las estaciones
generadoras de energia (Poschl, 2005; Dockery, 2009; Ghio et al., 2012; Kelly and
Fusell, 2012). Otra fuente importante son las particulas emitidas por la combustion de
diésel denominadas DEPs (por su siglas en inglés), que tienen un diametro
aerodinamico que varia de 0.03 a 1 ym (Cao et al., 2007) y es uno de los
componentes de las PMq, (Kafoury and Kelley, 2005; Marr et al., 2006). En la Ciudad
de Meéxico, por ejemplo, se ha estimado, que la aportacion de DEPs a la
contaminacion de la Ciudad es entre el 5 y el 8%. (Vega et al., 1997; Vega et al.,
2009).

1.3 Particulas con diametro aerodinamico igual o menor a 10 ym, PM,,

Las PMy son particulas que pasan a través de un cabezal de tamafio selectivo
de 10 um de diametro aerodinamico con una eficiencia de corte del 50% (Alessandria
et al., 2014). PMy, es el término utilizado para describir particulas suspendidas en la
atmosfera, constituida por una mezcla compleja de compuestos, entre los que se
encuentran metales de transicién, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs, por
sus siglas en inglés), especies quimicas de origen secundario como nitratos, sulfatos
y amonio, material biolégico como endotoxinas, polen (Englert, 2004; Pdschl, 2005;
Valavanidis et al., 2008; Kelly and Fussell, 2012; Manzano-Leo6n et al., 2013, Salcido-
Neyoy et al., 2015). Es importante resaltar que los componentes de las PMo pueden
ser mas importantes que sélo la concentracion de particulas para explicar los efectos
que producen en la salud humana (Rohr and Wyzga, 2012).

Las PM4o pueden permanecer suspendidas en el aire durante dias a semanas
(Jacobson, 2002) y debido a su tamafio pueden ingresar a las vias respiratorias,
razon por la que se le conoce como la fraccion respirable del material particulado

(Englert, 2004). En promedio un adulto respira de 10 a 15 m® de aire al dia, por lo



que el sistema respiratorio es blanco de los efectos nocivos de los contaminantes del
aire y en particular del ingreso de particulas suspendidas (US-EPA 1997; Phalen et
al. 1988; Phalen et al., 2006). Las particulas con un diametro mayor de 0.5
micrémetros (um) y que no fueron filtradas en la nasofaringe, pueden depositarse por
impactacion en diversos puntos del tracto respiratorio. El impulso de estas particulas
en la corriente de aire inhalada, pueden chocar en la superficie de los puntos de
ramificacion en la region traqueobronquial del pulmén. Sin embargo, hay particulas
que no se retiran de la corriente de aire por impactacion por lo que pueden
depositarse en los bronquios y bronquiolos por sedimentacion, debido a la
disminucién de la velocidad de corriente del aire y la fuerza de la gravedad de las
particulas (US-EPA 1997).



2 ANTECEDENTES

21 PMy,y los efectos en la salud humana

A través de los estudios epidemioldgicos, que utilizan herramientas
matematicas y estadisticas para elaborar modelos de exposicidn, se puede
determinar la relacion entre la salud y la contaminacion por particulas suspendidas.
Los estudios epidemioldgicos que evaluan la asociacion de la exposicion de
particulas con el incremento de mortalidad utilizan dos modelos de exposicién: (a) la
exposicion a corto plazo que refleja la variabilidad de los cambios en la concentracion
del material particulado dia a dia y (b) la espacial, es decir la variabilidad que refleja
diferencias a largo plazo de exposicion, que va de afnos a décadas. La exposicion a
corto plazo captura solo una pequena cantidad de los efectos globales a la salud a
diferencia de la exposicion de particulas a largo plazo. La evidencia epidemiolégica
global sugiere que los efectos adversos a la salud dependen de ambos tipos de
exposicidén y que la exposicién a largo plazo tiene mas efectos acumulativos que la
exposicion a corto plazo (Pope, 2007).

En México, existen reportes de la asociacion entre el ozono (un contaminante
gaseoso) y PMyy, determinandose que el 8.8% de los individuos encuestados
tuvieron bronquitis cronica y esta cifra se incrementa con una mayor exposicion a
estos contaminantes. También se reportd una relacion importante con el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, respiratorias, asi como mortalidad
(Santos-Burgoa, et al., 1995). Por otra parte, las concentraciones atmosféricas de
PMio y PM.s se relacionaron con los registros de muerte en 6 delegaciones del
Distrito Federal y se determiné que el incremento de 10 pg/m® se asocié con un
aumento de 1.3 a 1.7% de mortalidad cuatro dias después de presentarse el
incremento (Borja-Aburto et al.,, 1998). Ademas se ha estimado, a través de la
metodologia de Evaluacion del Impacto a la Salud (HIA, por sus siglas en inglés) que
una reduccién de 20 ug/cm?® de PMy evitaria 2,300 muertes por afio en la Ciudad de

México, (Riojas-Rodriguez et al., 2014).



Por otra parte, se estudid el efecto de las PMy, en la mortalidad debida a
enfermedades respiratorias en 32 ciudades de China. Este estudio, realiz6 una
evaluacion sub-crénica, es decir, una exposicion de manera mensual, de 2006-2010.
En este trabajo se reporté que el incremento de 10 pg/cm® de PMyq, se asocié con
1.05% de mortalidad por causas respiratorias en adultos y esta mortalidad se
incrementd 1.62% en ancianos, aunque no se encontré significancia estadistica entre
la mortalidad por PMo en adultos jévenes (Zhou et al., 2015).

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que las particulas tienen una
estrecha relacion con el estado de salud, debido a que pueden depositarse en los
pulmones y causar cancer de pulmon, aunque también se las ha asociado con otras
neoplasias como cancer en mama y ovario (lwai, et al., 2005; IARC, 2013), asi como
en las vias urinarias, vejiga, utero, e higado (IARC, 2013). Estos trabajos han
proporcionado también evidencia para vincular los efectos de las particulas en
poblaciones vulnerables como aquellas personas con enfermedades preexistentes
como asma y afecciones cardiovasculares (Kelly and Fusell, 2012).

En estos trabajos se utilizan grandes bases de datos de varios afos de estudio,
como el realizado por la Sociedad Americana del Cancer (ACS, por sus siglas en
inglés) entre los afios de 1982 a 1998. En este trabajo participaron aproximadamente
1.2 millones de adultos, pero alrededor de 500,000 personas fueron las que
mostraron una asociacion entre la exposicion con PM,5 y la mortalidad por causas
cardiovasculares y cancer de pulmén. Se reporté que un incremento de 10 pg/m® de
la concentraciéon ambiental de PM,s5, se asocid como un factor de riesgo de
mortalidad por cancer de pulmén del 8% (Pope et al., 2002).

Las particulas suspendidas son consideradas un factor de riesgo en el
desarrollo de cancer de pulmén (Andreau et al., 2012; IARC, 2013; Raaschou-
Nielsen et al., 2013; Cui et al., 2014; Lovera-Leroux et al., 2015). En octubre del 2013,
24 expertos de 11 paises se reunieron en la Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), en Lyon, Francia, para

evaluar la carcinogenicidad de la contaminaciéon del aire y se concluyé que las



particulas son un agente carcinogénico para el ser humano (IARC, 2013; Loomis et
al., 2013).

La IARC clasificé a las particulas dentro del grupo I, lo cual indica que las
particulas son cancerigenas para los seres humanos. Esta categoria se utiliza
cuando hay evidencia suficiente de carcinogenicidad en humanos y esta
determinacién se baso en la recopilacion de evidencias relacionadas con PMys y
PMyo y el riesgo de desarrollar cancer de pulmén (Loomis et al., 2013). La evaluacion
de la IARC, mostré que existe un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén con
el aumento de los niveles de exposicion a las particulas y la contaminacion
atmosférica. Aunque la composicion de la contaminacion del aire y los niveles de
exposicion pueden variar de un lugar a otro, las conclusiones del grupo de trabajo se
aplican a todas las regiones del mundo (IARC, 2013). La IARC basé sus
conclusiones en una revision de mas de 1,000 articulos cientificos realizados en los 5
continentes en el que se analizé el riesgo de desarrollar cancer causado por diversos
contaminantes presentes en la atmdsfera, especialmente las particulas suspendidas
(WHO, 2013).

2.2 PM,,y sus efectos a nivel celular

Si bien las PMo son consideradas factor de riesgo para desarrollar cancer de
pulmén, poco se conoce sobre los mecanismos implicados en ello. El efecto pro-
inflamatorio es una respuesta en fase aguda provocada por la alteracién en la
homeostasis del sistema y se ha identificado que las PM4, ocasionan tal impacto. La
secrecion de interleucina-6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), se
utilizaron en un estudio como indicadores de procesos inflamatorios en monocitos de
raton (células J774A.1) expuestas a PMyo (Alfaro-Moreno et al., 2002; Osornio-
Vargas et al., 2003). Los resultados mostraron que las particulas colectadas en el
centro de la Ciudad de México provocaron mayor secrecion de estos indicadores en
comparacion con las del norte y sur. La IL-6 es una citocina que su principal papel

es mediar la inflamacién de vias aéreas asociada con infeccién o a un insulto toxico
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(Schirilo et al.,, 2010). Se ha reportado una inducciéon importante de IL-6 cuando
células epiteliales de pulmén humano A549 son expuestas con el extracto organico y
acuoso de PMy, colectadas en Torino, Italia, aunque no hay diferencia en la
produccion de IL-6 entre el extracto acuoso y organico expuestos a la células. Sin
embargo, las PMo colectadas durante invierno provocaron una mayor induccion de
la IL-6 con respecto a las particulas de verano (Schirilo et al., 2010). A través de
modelacién factorial, se estim6 que la concentracion de particulas, su composicion
asi como los efectos biologicos inducidos por éstas varian de acuerdo al
tiempo/espacio donde el material particulado es colectado (Rosas et al., 2007).

Se ha observado que los mecanismos que median la toxicidad de las particulas
podria deberse a su capacidad para inducir estrés oxidante y mediadores
inflamatorios (Chow et al., 2006; Pope y Dockery, 2006). Las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son generadas como productos
intracelulares del metabolismo del oxigeno y se asocian con la regulacién de
diversos procesos como la proliferaciéon celular, senescencia, diferenciacién, muerte
celular y cancer (Shackelford et al., 2000; Valko et al., 2006). Se ha reportado que las
PM+o poseen potencial oxidante a través de la generacion de ROS (Donaldson et al.,
1996; Mgller et al., 2008; Sanchez-Pérez et al., 2009; Chirino et al., 2010; Shang et
al., 2013).

Se ha reportado que las células tumorales, comparadas con células normales,
presentan mayores niveles de ROS y son capaces de sobrevivir y proliferar,
indicando que las ROS, pueden jugar un papel importante en la estimulacion de la
proliferacion celular. Los cambios intracelulares del estado redox a un ambiente mas
oxidado debido al H,O, producido en células tumorales, pueden inducir fosforilacion y
activacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que inicia la
activacion de diversas cascadas de sefiales celulares relacionadas con el ciclo
celular. Por otra parte, se ha reportado que existen diversas vias de sefializacion
intracelulares activadas por ROS que pueden estimular la proliferacién celular a
través de los receptores de tirosina cinasas que podria activar rio abajo a las MAPKs

(proteinas cinasas activadas por mitdégenos), que fosforilan diversos factores de
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transcripcion e inducen la expresion de muchos genes relacionados con el ciclo
celular (Shackelford et al., 2000; Boonstra and Post, 2004; Valko et al., 2006).

Se ha identificado que componentes de las PM4y, como los metales, poseen
potencial oxidante. El estrés oxidante ha sido evaluado en células epiteliales de
pulmén humano A549 expuestas a PMqy a través de la medicion de diferentes
indicadores como la generacion de ROS y productos de la oxidaciéon de biomoléculas
como proteinas, lipidos y DNA, efectos que se ven disminuidos cuando las células
son protegidas con un antioxidante (Sanchez-Pérez et al., 2009; Chirino et al., 2010;
Mgller et al, 2010).

Por otra parte, se ha evaluado la capacidad mutagénica de particulas en la
cepa TA98 de Salmonella typhimurium, encontrando que las PM4o, en comparacion
con las particulas suspendidas totales (PST), mostraron mayor actividad mutagénica
asociado al contenido de compuestos organicos en las particulas (Villalobos-Pietrini
et al., 1995).

Los resultados en diversos estudios in vitro realizados en células A549, de
epitelio bronquial humano (BEAS-2B), de monocitos y fibroblastos de ratén (J774A.1
y Balb/c, respectivamente), han mostrado que las PMyo induce dano en el DNA
(Alfaro-Moreno et al., 2002; Garcia-Cuellar et al., 2002; De Vizcaya-Ruiz et al., 2006;
Soberanes et al., 2006; Sanchez-Pérez et al., 2009; Gualtieri et al., 2011; Shang et
al., 2013). Sin embargo, a pesar del dano en el DNA no encontraron cambios en las
fases del ciclo celular y la muerte celular por apoptosis fue menor al 3% (Sanchez-
Pérez et al., 2009; Gualtieri et al., 2011; Sanchez-Pérez et al., 2014), por lo que se
ha sugerido que el dafio al DNA podria ser el mecanismo por el cual el material
particulado aumente el riesgo de desarrollar cancer de pulmon (Sanchez-Pérez et al.,
2009).

Cuando hay dafo en el DNA se activa una serie de mecanismos para la
detencion ciclo celular, accion mediada por p53. La proteina p53 es un regulador

1Waf1/Cip1

transcripcional de p2 , proteina clave en el detencidn del ciclo celular y

ademas es efector de sefales anti-proliferativas (Abbas and Dutta, 2009).
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2.3 Ciclo celulary su regulacion

Las células se dividen a través de una serie ordenada de pasos denominados
ciclo celular y es una sucesion de crecimiento y divisiones celulares; su duracion
varia de un tipo celular a otro. La funcion del ciclo celular no es solamente originar
nuevas células, sino asegurar que el proceso se realice en forma debida y con la
regulacion adecuada. El ciclo celular se divide en dos fases: la interfase y la mitosis

(figura 1).

GO

OWISION

@ INTERFASE

Figura 1. Las fases sucesivas del ciclo celular.

M: Mitosis; G1: preparacion de la célula para la sintesis de DNA; S: fase de sintesis
de DNA; G2: fase de preparacion para la division celular; GO: fase de latencia.
Fuente: Modificado de Alberts et al., 2002.
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Durante la interfase la célula crece y durante la fase de mitosis (M) se divide. La
interfase se divide en tres fases: 1) G1 (Gap, intervalo 1): aumenta la actividad de las
enzimas necesarias para la sintesis del DNA; 2) S: (sintesis) se lleva a cabo la
replicacion del DNA; 3) G2: es el tiempo que transcurre entre la fase S y el inicio de
la mitosis. Cuando ya no se requieren mas células, éstas entran en un estado
denominado GO, en el cual abandonan el ciclo celular y entran en un periodo de
latencia, mas no en reposo, ya que son metabdlicamente activas y si reciben el
estimulo adecuado abandonan el estado GO y entran a G1 (Alberts et al., 2002).

La progresion del ciclo celular a través de las fases G1, S, G2 y M, esta bajo el
control de una familia de proteinas cinasas de residuos de serina/treonina. Estas
cinasas son heterodimeros que consisten de una subunidad catalitica es decir, la
cinasa dependiente de ciclina (CDK, por su siglas en inglés) y la ciclina que es la
subunidad reguladora. Las CDKs se activan cuando forman complejos con las
ciclinas. Las CDK 1, 2, 4 y 6 y las ciclinas A, B, D y E son identificados como los
principales reguladores del ciclo celular (Bretones et al., 2015).

La proteina p21"#""C" "es un inhibidor de CDKs, promoviendo la detencion del
ciclo celular en respuesta a un estimulo y su funcién es efector de multiples sefales
anti-proliferativas (Abbas and Dutta, 2009). Cuando existe dafio en el DNA el ciclo
celular se detiene y esta respuesta es mediada por la accidn de p53. p53 es un una

modulador transcripcional y entre los genes que activa se encuentra el de p21*a/cP1,

1Waf1/cip1

Se conoce que el papel principal de p2 es bloquear la proliferacion a

través de prevenir la fosforilacion de la proteina retinoblastoma (Rb) y la transcripcion

de proteinas pro-proliferativas que regulan el ciclo celular (Abbas and Dutta, 2009).

1 Waf1/cip1

La proteina p2 se une a los complejos de ciclina-CDK2 y 4 no permitiendo su

funcién como cinasas. En turno, estas cinasas no pueden fosforilar a Rb, por lo que

permanece unida a E2F bloqueando su funcion ya que E2F es un factor de

1Waf1/cip1

transcripcion responsable de proliferacion. La actividad de p2 directamente

guia a la detencién del ciclo celular y la pérdida de p21"a/cr!

podria promover la
actividad de E2F llevando al aumento de la sintesis de DNA (Arthur and Heber-Katz,

2011).
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Uno de los motores que lleva a la transformacién celular, es la pérdida del

qWeaflleib1 a5 |a detencion del ciclo

control del ciclo celular. Si bien, la funcién de p2
celular cuando hay dafio en el DNA, existen evidencias que demuestran que esta
proteina también puede tener un papel importante en favorecer la proliferacion
celular, siendo su localizacion subcelular la que determina esta funcién (Denicourt
and Dowdy, 2004; Xia et al., 2004; Dutto, et al., 2015).

La localizacién subcelular de p21Ve"®P!' puede ser influenciada por
modificaciones post-traduccionales principalmente determinadas por fosforilaciones
que podrian prevenir que p21"a"¢*" ingrese al ntcleo e interaccione con el antigeno
nuclear de células en proliferaciéon (PCNA, por su siglas en inglés) y los complejos
CDk/ciclinas resultando en la inhibicion de la detencion del ciclo celular (Piccolo and
Crispi, 2012). A p21"acP1 ge |e ha relacionado con la promocién de carcinogénesis
y progresion tumoral (Roninson, 2002) y se ha observado que la expresion
citoplasmatica de esta proteina es un marcador de pobre prondstico en carcinomas,

como el cancer de mama (Xia et al., 2004; Abukhdeir and Park, 2008).

24 PM,,y su efecto en el ciclo celular

Se ha reportado que células A549 expuestas a PMy, inducen la respuesta ante
dafio al DNA sin cambios en las diferentes fases del ciclo celular y con niveles de
apoptosis menor al 0.1% (Sanchez-Pérez et al., 2009). Se consideré que p21"a/c!
podria estar involucrada en esta respuesta, ya que se ha reportado que la

qWafl/Cip1 qatermina su funcién a través de la fosforilacion

localizacion subcelular de p2
en los residuos de treonina 145 (Thr145) y en serina 146 (Ser146), lo cual induce su
estabilizacién en citoplasma y tiene una consecuencia funcional ya que previene la
detencion del ciclo celular (Zhou et al., 2001; Héliez et al., 2003).

Recientemente se reportd que las PMyo inducen la estabilizacion de p21V2"/cP,

qWal/CipT sa encontrd

principalmente en el citoplasma, en células A549. Ademas, p2
fosforilada en Thr145 y Ser146, sugiriendo que esta alteracion inducida por las PMyg

evita la traslocacion a nucleo previniendo la detencion del ciclo celular, lo cual podria
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favorecer un proceso proliferativo (Sanchez-Pérez et al., 2014). Sin embargo no se
conoce el mecanismo por el que p21"e"CPT a5 inducida por PMyo. Se sabe que el
transductor de senales y activador de la transcripcion 3 (STAT3 por sus siglas en
inglés) es una proteina que participa e la regulacion del ciclo celular, y se ha

1Waf1/Cip1

reportado que la expresion y actividad de p2 es regulada a través de STAT3

(Hawthorne et al., 2009; Dutto et al., 2015), por lo que es importante evaluar su

participacion en la regulacion de p21Var/cie?,

2.5 Transductor de senales y activador de la transcripcion 3 (STAT3)

El transductor de senales y activador de la transcripcion 3 (STAT3) pertenece a
la familia de las proteinas STAT que consiste de 7 miembros, los cuales son
codificados por distintos genes: STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B y 6. Las proteinas STAT no
solamente transmiten sefales de la superficie celular al nucleo, sino también
participan en la regulacion génica como factores de transcripciéon (Bowman et al.,
2000; Yu et al., 2009).

El analisis de fenotipos de ratones que carecen de uno o mas genes de STAT,
ha mostrado fenotipos relativamente discretos, sin embargo, con STAT3 no es asi.
La actividad de STAT3 es detectada durante el desarrollo del ratén, sugiriendo que
juega un papel importante durante la embriogénesis temprana. De hecho una
deficiencia de STAT3 causa letalidad embrionaria en modelo murino (Akira, 1999;
Bromberg, 2001). Por otra parte, STAT3 puede ser activada por una amplia variedad
de citocinas y factores de crecimiento, lo que implica que podria ser mas inducida en
comparacién con los demas miembros de su familia, lo que lleva a sugerir que
STAT3 es una proteina primordial (Levy and Lee, 2002).

La estructura de la proteina STAT3 (figura 2) consiste de diversos dominios
(Darnell, 1997; Benekli et al., 2003; Qi and Yang, 2014).

a) Dominio N-terminal (ND) que contiene el NH, terminal (125 aminoacidos) y

que media la interaccidon dimero-dimero, que lleva a la translocacion nuclear y
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conduce a la unién con el DNA. Este dominio esta involucrado en el reconocimiento
del receptor.

b) Dominio hélice super enrollada (coiled coil, DCC), aminoacidos del 135 al
315; es esencial para el reclutamiento de STAT3 estimulada por factores de
crecimiento y citocinas, para formacioén del dimero, y para la traslocacion nuclear y
unién al DNA. Provee una superficie extensiva para interactuar con otras proteinas.

c) Dominio de uniéon al DNA (DBD), aminoacidos del 320 al 480; reconoce
miembros de la familia GAS (secuencia activada por interferéon gamma (IFNy)).

d) Dominio enlazador (linker), aminoacidos del 480 a 575; asegura la apropiada
estructura del motivo de union al DNA.

e) Dominio Src homdlogo 2 (SH2D), aminoacidos del 575 al 680; motivo
altamente conservado. Es un sitio de acoplamiento que promueve la dimerizacién.

f) Dominio de activacion transcripcional (TAD) en C-terminal, aminoacidos del
688 al 770. Contiene los sitios de fosforilacion necesarios para su activacion, los
cuales controlan su activaciéon a través del sitio tirosina 705 (Tyr705 6 Y705), asi
como su union al DNA en serina 727 (Ser727 6 S727).

Y705 S727

NH>— ND CcCcD DBD LD SH2D | TAD —COOH

Figura 2. Estructura y dominios funcionales de STATS3.

ND, dominio N terminal; CCD, dominio super hélice enrollada; DBD, dominio de
unién al DNA; LD, dominio enlazador; SH2D, dominio Src homélogo 2; TAD, dominio
de activacién transcripcional.

La funcion de STATS3 ha sido extensamente estudiada en cultivos celulares y se
ha encontrado que tiene distintas respuestas en diferentes células, en las que se
incluye la estimulacion de la proliferacion, activacion de la diferenciacion, el

mantenimiento de la pluripotencialidad en células madre embrionarias e induccion de
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la respuesta en fase aguda. Debido al hallazgo de que STAT3 esta involucrada en
estas funciones tan distintas, se ha sugerido que STAT3 es el principal transductor
de senales en comparacion con los otros miembros de la familia STAT (Levy and Lee,
2002).

STAT3 es una proteina de respuesta en fase aguda, lo cual induce un proceso
inflamatorio (Duan and Simpson-Haidaris, 2006). La inflamacién es un foco de
atencion debido a su relacion en la iniciacion de tumores y la progresion maligna,
provocada por la generacion del microambiente 6ptimo para la iniciacion de un
proceso cancerigeno (Yu et al., 2009). Se ha observado que la activacion constitutiva
de STAT3 conduce a la desregulacion de genes relacionados con el ciclo celular y
apoptosis, y de genes que promueven la invasion, metastasis, angiogénesis, asi
como la evasion del sistema inmune y todos estos cambios moleculares contribuyen
a la oncogénesis (Al Zaid Siddiquee and Turkson, 2008).

STAT3 es un factor de transcripcion latente en citoplasma que puede ser
activado inicialmente por receptores y no receptores con actividad de cinasas de
tirosina. Citocinas como IL-6 y factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidérmico y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (EGFR y PDGEF,
respectivamente) pueden inducir la activacion de STAT3 (Bromberg, 2001; O’'Shea et
al., 2002), asi como por la generacion de ROS (Duan and Simpson-Haidaris, 2006;
Cao, et. al., 2007).

2.6 Mecanismo de activacion de STAT3

La via de senalizacion de STATS3 (figura 3) implica la actividad tirosina cinasa
de: (a) receptores de citocinas que reclutan miembros de Janus cinasa (JAK) y que
actuan como intermediarios en la fosforilacion de STAT3, (b) receptores de factores
de crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que
puede fosforilar a STAT3 o inducirla a través de la activacidon de cinasas

intermediarias de las familias Src y JAK, y (c) tirosina cinasas no receptores como

18



Src y Abl que se localizan en el citoplasma y fosforilan a STAT3 (Bowman et al.,
2000).

®)
. @ @ @ @ pSTAT3
l Bcl-xI

N\ p21WaftiCipt
Factor de transcripcion | c-myc
/' Ciclina D1

ERK 1/2

Figura 3. Mecanismo de activacion del factor de transcripcion STAT3.

TGF-a: Factor de crecimiento transformante alfa; EGFR: Receptor del factor de
crecimiento epidérmico; IL-6: Interleucina-6; gp130: Glicoproteina 130; Abl: Cinasa
de tirosina Abelson; Src: Cinasa de tirosina Src; Jak1: Cinasa de tirosina Janus1;
PKCC: Proteina cinasa C isoforma zeta: pSTAT3: fosfo-STAT3; ERK1/2: Cinasa1/2
de serina regulada por sefales extracelulares; Y-705: fosforilacion de tirosina 705 de
STAT3; S727: fosforilacion de serina 727 de STAT3; Bcl-xl: proteina de linfoma de
células B (proteina anti-apoptética); p21"Va/“P!: proteina 21; c-myc: proteina
relacionada con la mielocitomatosis en aves; Ciclina D1: ciclina D tipo1.

Fuente: Modificado de Eferl, 2016.
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El mecanismo de activacién de STAT3 sucede por la fosforilaciéon en el residuo
de tirosina 705 (Y705), lo que permite formar un dimero el cual trasloca a nucleo.
Para alcanzar su actividad transcripcional, se requiere la fosforilacion en serina 727
(S727) mediante la Thr/Ser cinasa ERK1/2 (extracellular-signal-regulated kinases)
(Chung et al., 1997; Bowman et al., 2000; Aggarwal et al., 2009). Sin embargo, se ha
reportado que la proteina cinasa C en su isoforma zeta (PKC(), también tiene la
capacidad de fosforilar a STAT3 en S727 en citoplasma, con la subsecuente
disociacion de PKCC, para ingresar de forma activa al nucleo (Mattagajasingh et al.,
2012, Butler et al.,, 2013). Se ha reportado que la fosforilacion en S727 esta
relacionada con su actividad transcripcional, ya que la mutacion de STAT3 en S727
por el residuo alanina, redujo la actividad del factor de transcripcion de manera
importante (Decker and Kovarik, 2000). Por otra parte, se ha observado que en la
hepatocarcinogenesis inducida quimicamente en modelo murino, la fosforilacion en
S727 es importante para la traslocacion y acumulacién nuclear de STAT3, evento
relacionado con la sobrevivencia celular (Miyakoshi et al., 2014).

Una vez en el nucleo, STAT3 se une a los elementos de respuesta del DNA
especifico para STAT3, denominado originalmente como elemento GAS (secuencia
activada por interferon gamma, por sus siglas en inglés) en el promotor de genes
blancos y asi activar el proceso transcripcional (Levy and Darnell, 2002; Timofeeva et
al., 2012). STAT3 es factor de transcripcion de diversos genes relacionados con el
ciclo celular como cMyc, ciclina D1 (Bowman et al., 2000) y p21"a""! (Roninson,
2002; Hawthorne et al., 2009). En el caso particular de p21We/CP! ¢l factor de
transcripcion STAT3 interactia con el promotor de p21Ve"CP1 en el elemento sis-
inducible (SIE, por siglas en inglés) (Bellido et al., 1998; Hawthorne et al., 2009).

Se ha reportado que la fosforilacidon persistente de STAT3, es decir su
activacion, incrementa la proliferacion, angiogénesis y metastasis (Levy and Darnell,
2002; Yu et al., 2009) y su inhibicion reduce sobrevivencia, invasion y crecimiento
tumoral (Butler et al., 2013). En cancer de préstata, se ha observado que la
abrogacion de la funcion de STAT3 a través de diversas estrategias conduce a la

apoptosis o inhibicién de la proliferacion celular, lo que sugiere que STAT3 puede
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jugar un papel critico en la sobrevivencia celular (Mora et al., 2002). Por otra parte,
se ha reportado que STAT3 se requiere para el desarrollo de novo de los tumores de
piel y es esencial para el mantenimiento de la proliferacién y sobrevivencia de las
células tumorales de piel (Chan et al., 2004). La activacidon constitutiva de STAT3
representa un evento temprano en la carcinogénesis de cabeza y cuello y la
sefalizacion de STAT3 mediado por EGFR es una via critica para la progresion
tumoral y la desregulacion apoptotica (Grandis et al., 2000). El factor STAT3 ha
emergido como un blanco crucial en la terapia del cancer, ya que se ha observado
que el bloqueo de STAT3 puede aumentar el efecto antitumoral, por lo que sus
inhibidores se encuentran en desarrollo (Bromberg, 2001; Yu et al., 2009; Yu et al.,
2014).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Existe informacién limitada referente a STAT3 y contaminacion atmosférica,
especificamente con material particulado. No obstante, se ha reportado que en
células de epitelio bronquial humano (BEAS-2B) expuestas a PM; 5 provenientes del
valle de Cache en Utah, mostraron ser ligeramente citotoxicas y sobreregularon
diversos genes asociados con una respuesta inflamatoria, asi como el incremento en
la activacion de STAT3 (Watterson et al., 2007). Por otra parte, en células epiteliales
de vias respiratorias humanas (HAEC) expuestas a DEPs, se determiné que se
induce al factor STAT3 a través de las cinasas EGFR y Src como un mecanismo
asociado a inflamacion y mediado por estrés oxidante (Cao et al., 2007).

STAT3 es una proteina marcadora de sobrevivencia celular (Butler et al., 2013)
y su mecanismo de activacion es clave en la regulacion de genes relacionados con el
ciclo celular como p21Wa"CP! (Coqueret and Gascan, 2000; Roninson, 2002;
Hawthorne et al., 2009), proteina clave en la detencién del ciclo celular en respuesta
al dano en el DNA (Dutto et al., 2015).

Debido a que las PMyo inducen dafio en el DNA, sin inducir cambios en las
fases del ciclo celular (Sanchez-Pérez et al.,, 2009), asi como sobreexpresion y
estabilizacion de p21Ve"“P! reflejandose en bajos niveles de apoptosis de 3%
(Sanchez-Pérez et al., 2014), resulta importante evaluar si el mecanismo inducido
por la exposicién con las PMq, se lleva a cabo a través de la via de activacion del
factor STAT3 impactando a nivel del ciclo celular, apoptosis y sobrevivencia en

células epiteliales de pulmon A549.

Por lo anterior surge la siguiente pregunta de investigacion:

1Waf1/Cip1

. STAT3 participara en la regulacion de los niveles de p2 , del ciclo

celular y apoptosis en células A549 expuestas a PM1,?
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4 HIPOTESIS

Las células epiteliales de pulmoén A549 expuestas a PMyp, induciran la
activacion de STAT3, mediado por las cinasas de tirosina y serina/treonina,
mecanismo que regulara los niveles y la estabilizacién de la proteina p21Wa/cP? y

promovera alteraciones en la progresion del ciclo celular y sobrevivencia.
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5

5.1

niveles de p2

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si la exposicion de PMqo en células epiteliales de pulmodn, regula los

1Wal/Cirl & induce la detencion del ciclo celular y evasién de apoptosis a

través de la activacion de STAT3.

5.2

Objetivos particulares

Evaluar la viabilidad de células epiteliales de pulmdén A549 expuestas a las
concentraciones de 5, 10 y 20 pg/cm? de PM.

Determinar la fosforilaciéon en los residuos Y705 y S727 del factor de
transcripcion STAT3 en células A549 expuestas a diferentes tiempos de
exposicion con PMy.

Evaluar la participacion del factor de transcripcion STAT3 en el ciclo celular y
en la apoptosis en células A549 expuestas a PMyo.

Determinar el efecto de las PM4o en el patron de fosforilaciéon de las proteinas
implicadas en la regulacién del factor STAT3 en células A549.

Estudiar la participacion y la interaccion entre las proteinas implicadas en la
fosforilacion del factor STAT3 en células A549 expuestas a PMy.

Evaluar si la via de activacion de STAT3 regula a p21Var/ce!
subcelular en células expuestas a PMy.

y su localizacion
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Muestreo de PM,,

Es importante resaltar, que en este proyecto se utilizaron PM4y previamente
colectadas y caracterizadas para HAPs (Salcido-Neyoy et al.,, 2015), metales y
endotoxina (Chirino et al., 2015), de una zona urbana con uso de suelo
principalmente residencial, con influencia de transito vehicular, localizada en la zona
sur de la Ciudad de México. Las PM, fueron colectadas en filtros de nitrocelulosa de
tamano de poro de 3 um, con un muestreador de grandes volumenes (figura 4), a un
flujo de 1.13 m*min (GMW model 1200 VFC HVPM10 Sierra Andersen, Smyrna, GA,
USA).

Figura 4. Muestreador de grandes
volumnes que se utilizé para colectar
PMo.

Una vez que fueron colectadas las PMyg, los filtros se mantuvieron en un
desecador a 4°C y en la oscuridad antes de remover las particulas de los filtros.
Como se ha descrito previamente (Sanchez-Pérez et al., 2009; Alfaro-Moreno, et al.,

2009; Chirino et al., 2015), el proceso de remocion consistid en separar primero las
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particulas a través del cepillado del filtro de manera delicada. Las particulas sueltas
se recuperaron con un bisturi y se colocaron en viales de vidrio libre de endotoxinas,

mantenidos en la obscuridad a 4°C, hasta su uso.

6.2 Cultivo celular

Se utilizd la linea celular A549, derivada de células epiteliales de
adenocarcinoma de pulmén humano, obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Este modelo de estudio, ha sido ampliamente usado
para evaluar diversos efectos téxicos de contaminantes ambientales (Foster et al.,
1998; Alessandria et al., 2014).

Las células se cultivaron en botellas para cultivo celular de 75 cm? (Corning,
430641) con medio F12 Kaighn's (Gibco, 21127-022) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (Gibco, 16000-044) y mantenidas a 37°C con una atmésfera de
CO;2 de 5%. Los experimentos de exposicion con PMj, se realizaron con una
confluencia celular de 80% y con medio de cultivo libre de suero, para evitar que la
albumina contenida en el suero actue como un quelante de metales y enmascare el

efecto real de las PM1 que contienen metales (Sanchez-Pérez et al., 2009).

6.3 Ensayo de viabilidad

Para evaluar si las PMyq ejercieron un efecto téxico sobre las células A549, se
determind la viabilidad celular por la técnica de Cristal Violeta (Hycel, 292) cuyo
nombre quimico es hexametil-p-rosanilina. Es un método sensible y esta técnica se
ha descrito en células en cultivo distribuidas en monocapa y fijadas en la placa
(Kueng et al., 1989). Posterior a la fijacién de las células y considerando que las
células adheridas a la placa son células vivas, éstas se tifien con la solucion de
cristal violeta. El exceso del colorante es lavado y el cristal violeta que fue absorbido
por las células, es extraido con acido acético al 33% para evaluar la absorbancia en

un espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm. Existe una relacion lineal
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entre la densidad o6ptica del CV de los extractos nucleares y el nimero de células
(Kueng et al., 1989).

Para llevar a cabo este ensayo, se sembraron 1 x 10* células/pozo en placas de
96 pozos (Costar, 3599) y después de alcanzar el 80% de confluencia celular, se
evalud el efecto de las concentraciones 5, 10 y 20 pg/cm? de PM;o durante 24 h de
exposicion sobre la adherencia celular a la superficie de la placa. Transcurrido el
tiempo las células fueron lavadas con buffer salino de fosfatos (PBS, por sus siglas
en inglés, NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 8.1 mM y KH,PO4 1.5 mM, pH 7.4) y
fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS por 24 h a 4°C. Se agregaron 100 pl de
cristal violeta al 0.1% en cada pozo y la placa se mantuvo durante 10 min en
agitacion suave a temperatura ambiente. Después, la placa se lavo 3 veces por
inmersion en agua desionizada y la placa se secé. Posteriormente se agregaron 50
ul de acido acético al 33% durante 10 min en agitacién suave para solubilizar el
colorante. La placa fue leida en el lector de placas (Tecan GENios Plus) a 570 nm. El
resultado de la viabilidad celular se calcul6 comparando la absorbancia de las células
expuestas con PMyy contra su respectivo control de células no tratadas (Ct) y son

expresados en porcentaje.

6.4 Diseno experimental para la exposicion de A549 con PM,,

Para determinar la respuesta celular a una concentracién de 10 pg/cm? de PMyo,
se realizd una evaluacioén de la fosforilacion de STAT3 y las cinasas implicadas en su
activacion. La evaluacion se llevé a cabo a diferentes tiempos de exposicion con las
PMyo y fueron los siguientes: 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12 y 24 h. Para ello, se sembraron
células A549 (7.5 x 10° células/pozo) en placas de 6 pozos (Costar, 3516) y después
de alcanzar el 80% de confluencia se procedi6 a la exposicién con PMyo.

Para evaluar la via de STAT3 en la induccion de p21Ve™CP1 |os cultivos
celulares fueron preincubados con inhibidores farmacologicos (tabla 2). Es
importante destacar que la exposicion de cultivos celulares con PMyy induce una

respuesta rapida como consecuencia de los efectos inmediatos que tienen algunos
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de los componentes de PMyo. Por esta razon, en este trabajo utilizamos inhibidores
farmacolégicos que causan una inhibiciéon después de, al menos, 30 min de pre-
tratamiento (Gayen et al., 2009; Spitzner et al., 2014b). La principal preocupacion del
disefio experimental del proyecto es que la utilizacion de cualquier silenciamiento
molecular necesita al menos 24 h de incubacién antes del experimento (Liu et al.,
2009) lo que significaria que el cultivo celular podria tener un ciclo celular entero con
un déficit en STAT3 y ello podria sobreestimar el efecto de las exposicion de PMyp.

El pretratamiento de las células A549 con los inhibidores farmacolégicos
consistié en lo siguiente: los inhibidores SU6656 y el Stattic V fueron disueltos en
dimetil sulfoxido (DMSQO), de acuerdo a las especificaciones del fabricante y el
inhibidor de PKCC (I-PKCC) se disolvié con PBS. Las soluciones de trabajo de cada
inhibidor fueron (a) SU6656, 10 mM, (b) Stattic V, 10 mM y (c) I-PKCZ, 100 uM. Una
vez que los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia celular, las células se lavaron
con PBS y se agreg6 el inhibidor correspondiente en medio libre de suero (MLS) de
acuerdo a la concentracion y el tiempo indicado en la tabla 2. Cabe destacar que en
el caso de SU6656 y de Stattic V que se disolvieron en el DMSO, la cantidad de este
compuesto agregado al cultivo no rebaso el 0.01%, garantizando que el DMSO no
afectd al cultivo celular. Transcurrido el tiempo del pretratamiento, se agrego el
contenido de particulas a una concentracion de 10 ug/cm?. Después del tiempo de
exposicién con las PMyg, los cultivos se lavaron 3 veces con PBS para eliminar

cualquier residuo del tratamiento.
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Inhibidores farmacolégicos utilizados para evaluar la induccion de

Tabla 2.
p21WeMCPT 5 través de la via de STATS.
Inhibidor Nombre del Mecanismo de Concentracion
(Marca, No. de compuesto inhibicion utilizada
catalogo)
SU6656 2-0x0-3-(4,5,6,7- Inhibidor 10 uM (30 min de
(Sigma Aldrich, tetrahydro-1H-indol-2-  competitivo por el  pretratamiento)
S9692) ylmethylene)-2,3- sitio de unién al
dihydro-1H-indole-5- ATP de la
sulfonic acid proteina blanco.

dimethylamide

HC O
/N—§ v |
G0 o N
H
Stattic V 6- Inhibidor que no 40 uM (1 h de
(Calbiochem, Nitrobenzo[b]thiophene-  permite la unidon  pretratamiento)
573099) 1,1-dioxide con el dominio
SH2 de STAT3y
M pre.vieln'e su
s asociacion con
OQN /W %o ,
o] otras proteinas
rio abajo.
Inhibidor de PKCC Secuencia de la La molécula 0.5 uM (30 min de
(Santa Cruz molécula inhibitoria: inhibe el sitio pretratamiento)
Biotechnology, catalitico de
sc-3098) H-Ser-lle-Tyr-Arg-Arg- PKCC, evitando
Gly-Ala-Arg-Arg-Trp- su activacion.

Arg-Lys-Leu-OH

6.5 Lisis celular y extraccion de proteina total

Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se llevo a cabo la lisis celular para
obtener la proteina total que se utilizd en las técnicas de Western blot y de
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inmunoprecipitacion de proteinas. Las células A549 fueron lavadas 3 veces con PBS
y la lisis celular se realizé a través de un buffer de lisis que contiene Tris 20 mM pH
8.0, detergente no idnico IGEPAL al 1% y cloruro de sodio 150 mM, suplementado
con inhibidores de proteasas (Complete, Roche Applied Science, #11697498001) y
fosfatasas (PhosStop, Roche Applied Science, #04906845001). Se agregaron 80 ul
del buffer de lisis a cada pozo durante 10 min, 4°C y en agitacion suave.
Posteriormente la suspension se recuperé6 en microtubos de 1.5 ml (Axygen,
22363204) y se centrifugaron a 13,000 rpm, 4°C por 5 min. Se recuperd el
sobrenadante y la concentracion de proteina se cuantificé con la técnica del acido
bicinconinico (BCA, por sus siglas en inglés) (Smith et al. 1985).

La cuantificacién de proteinas por BCA combina dos aspectos: (1) la reduccién
del i6n cuprico (Cu®*) al ién cuproso (Cu') por las proteinas en un medio alcalino y
(2) la deteccion colorimétrica del Cu'* por el &cido bicinconinico. La primera etapa es
la quelaciéon del cobre con la proteina en un medio alcalino para formar un complejo
azul. En esta reaccion las proteinas forman un complejo coloreado con los iones de
cobre. En la segunda etapa en la que se desarrolla el color, el BCA reacciona con el
Cu' (formado en la primera etapa) y genera un producto color purpura intenso que
resulta de la quelacion de dos moléculas de BCA con una de Cu'*. El color producido
en esta reaccion es estable, el complejo BCA-Cu'* es soluble en agua y proporciona
una absorbancia lineal a 570 nm conforme se va aumentando la concentracién de
proteina (Smith et al. 1985). Para este proyecto se utiliz6 una curva de albumina
sérica bovina de 1.25-10 pg/ul y las muestras fueron leidas en un lector de placas
(Tecan GENios Plus).

6.6 Determinacion de STAT3, EGFR, ERK1/2, PKC{ y p21Wa/CP1 por
Western blot

A través de la técnica del Western blot (WB) se caracterizé la via de
fosforilacion de STAT3 y su relacion con p21WCP! en cglulas A549 expuestas a

diferentes tiempos con PMo. El ensayo se realizé de acuerdo con el método descrito
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por Towbin et al., (1979). La técnica del WB permite la identificacién de proteinas
especificas en una muestra dada después de su separacion por electroforesis,
utilizando un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico que se conoce como
SDS-PAGE (acrénimo en inglés de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). Después las proteinas son transferidas del gel a un soporte sélido
como una membrana de difloruro de polivinilideno (PVDF). Después la membrana es
bloqueada para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. La membrana que
contiene las proteinas inmovilizadas es incubada con los anticuerpos especificos. El
inmunocomplejo es identificado por reacciones de quimioluminiscencia.

Se utilizaron 30 pg de proteina total y se le adiciond buffer de muestra 2x
(Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, 161-0737) y B-mercaptoetanol en una proporcién
1:20. Una vez preparadas las muestras se calentaron a 90°C por 10 min.
Posteriormente se coloco la muestra en el gel al 12% de poliacrilamida y se dejo
correr en una camara de electroforesis (mini-Protean, Bio-Rad) con buffer de corrida
(Bio-Rad, 161-0772) que contiene Tris-Base 25 mM, glicina 250 mM y SDS al 0.1% a
150 voltios por 90 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, las proteinas
separadas en el gel se transfirieron a una membrana de difloruro de polivinilideno
(PVDF, GE Healthcare, 10600023) utilizando un buffer de transferencia formado por
Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%. La transferencia se realizé en
una camara de transferencia semiseca (Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell, Bio-Rad) a 12 Volts por 1.5 h a temperatura ambiente. Posteriormente
la membrana se sumergié en una solucién de leche comercial en polvo baja en grasa
al 5% (Svelty) disuelta en buffer TBS-Tween 20 (TBS-T) al 0.1 % durante 1 h a
temperatura ambiente y en agitacion suave, esto con el fin de bloquear sitios
inespecificos de unién de la membrana. Una vez bloqueada, la membrana se incubé
con el anticuerpo primario especifico para cada proteina problema a 4°C durante
toda la noche en agitacion suave. En la tabla 3 se listan los anticuerpos utilizados, la
dilucién asi como la marca de cada uno de ellos. Transcurrido el tiempo, la

membrana se lava 3 veces durante 10 min con TBS-T.
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Para detectar al anticuerpo primario la membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario que esta conjugado a una peroxidasa (tabla 3) durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion suave. Se utilizé la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control de carga. La inmunoreaccidén se visualizé con el kit de
deteccion del sustrato quimioluminiscente de la peroxidasa de rabano (HRP, por sus
siglas en inglés) (Millipore, WBKLS0100) y se capturd la imagen con el equipo Gel
Logic 1500 Imaging System. Las bandas se cuantificaron por densitometria con el

programa Kodak Molecular Imaging, Standard Edition, versién 5.0.1.30.

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados en el Western blot.
Anticuerpo Marca (numero de catalogo) Dilucién

Anticuerpos primarios

anti-pSrc-Y418 Invitrogen (44660G) 1:1000
anti-Src Invitrogen (44656G) 1:1000
anti-pPKCZ-T410 Cell Signaling (9378) 1:1000
anti-PKC( Cell Signaling (9368) 1:1000
anti-pSTAT3-Y705 Cell Signaling (4113) 1:1000
anti-pSTAT3-S727 Cell Signaling (9134) 1:1000
anti-STAT3 Santa Cruz Biotechnology (sc-483) 1:1000
anti-pEGFR-Y845 Enzo Life Sciences (BML-SA344) 1:500
anti-EGFR Cell Signaling (2232) 1:1000
anti-p21Var/ciet Millipore (05-345) 1:1000
anti-pERK1/2-T202 Millipore (05-797) 1:1000
anti-ERK Millipore (06-182) 1:1000
anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology (32233) 1:3000
Anticuerpos secundarios

Anti-ratén conjugado con  Amersham (NA931V) 1:5000
peroxidasa

Anti-conejo conjugado Amersham (NA934V) 1:5000

con peroxidasa

Los anticuerpos fueron diluidos en una solucién de leche comercial en polvo baja en grasa al
5% (Svelty) disuelta en buffer TBS-Tween 20 (TBS-T) al 0.1 %.
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6.7 Evaluacion de la interaccion entre cinasa y su proteina blanco por
inmunoprecipitacion de proteinas

La inmunoprecipitacion es un método que permite la purificacion de una
proteina o complejo de proteinas. Las proteinas son fisicamente aisladas de una
muestra biolégica y asi determinar las interacciones proteina-proteina. En este
ensayo un anticuerpo dirigido a la proteina (antigeno) de interés se incuba con el
extracto celular que permite al anticuerpo unirse a la proteina en solucion. El
complejo anticuerpo-proteina se precipita utilizando perlas de agarosa acopladas a
proteina A/G, el cual permite aislar fisicamente la proteina de interés del resto de la
muestra. Posteriormente la muestra puede separarse por SDS-PAGE y analizarse
por Western blot.

Se utilizé 1 mg de proteina de lisados celulares no tratados y los expuestos a 10
ug/cm? de las PMyo. Para eliminar los componentes potencialmente reactivos y
reducir las uniones no especificas a las de perlas agarosa, los lisados se incubaron
con Preclearing Matrix A-Rabbit (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h a 4°C en
rotacion constante y suave. Transcurrido el tiempo, la mezcla se centrifugé a 3000
rom durante 5 min a 4°C y se trabajé con el sobrenadante. Posteriormente el
sobrenadante de cada muestra se incubo6 con el anticuerpo de la proteina de interés
a una dilucién 1:100, es decir con anti-Src y anti-PKCC y se agregaron 20 pl de perlas
de agarosa acopladas a proteina A/G (Protein A/GPlus-Agarose bead, Santa Cruz
Biotechnology) durante toda la noche a 4°C en rotacién constante y suave. En el
ensayo se utilizé un anticuerpo inespecifico como blanco Normal Goat IgG Control
(R&D systems, #Cat. AB-108C). Transcurrido el tiempo, el inmunocomplejo se
colectd por centrifugacién a 3000 rpm durante 5 min a 4°C y se lavd 3 veces con
buffer de lisis bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Después del ultimo
lavado, se elimin6 el sobrenadante y el botén fue resuspendido en 20 ul de buffer de
carga 2x. Las muestras se calentaron a 95°C por 5 min y se llevd a cabo el Western
blot. Una vez obtenidas las membranas, éstas se incubaron durante toda la noche a

4°C en agitacion suave con anticuerpos anti-pSTAT3-Y705 (Cell Signaling, 4113) y
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anti-pSTAT3-S727 (Cell Signaling, 9134). El anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa fue anti-conejo (Amersham, NA934V) y la inmunoreaccion se visualizé

como quedo descrito en el ensayo de Western blot.

6.8 Evaluacion del ciclo celular y apoptosis por citometria de flujo

Para evaluar las diferentes fases del ciclo celular y apoptosis se utilizo la
técnica de citometria de flujo que es un método automatizado, multiparamétrico y
cuantitativo. El principio en el que se basa esta técnica es el siguiente: células en
suspension pasan a una velocidad constante de manera alineada, de una en una por
la fuente de excitaciéon (laser) y la informacién producida puede agruparse en dos
tipos fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con la
emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula al ser excitados por el rayo
luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos
que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que son procesadas por una
computadora (Barrera et al., 2004).

Para llevar a cabo los ensayos de ciclo celular y apoptosis, se sembraron
células A549 (7.5 x 10° células/pozo) en placas de 6 pozos y una vez que se alcanzd
el 80% de confluencia celular se expusieron con PMyy por 24 h. Para evaluar la
participacion de STAT3 en estos procesos, se inhibié el factor STAT3 utilizando el
inhibidor Stattic V (40 uM, pretratamiento por 1 h).

Ciclo celular. Las diferentes fases del ciclo celular se evaluaron por la tincion
del DNA con yoduro de propidio (IP), molécula que se intercala entre el DNA. EL IP
es un agente fluorescente cuya energia maxima de excitacion es de 535 nm con una
emision de 617 nm.

Transcurrido el tiempo del tratamiento, se obtuvo la suspension celular a través
de la disociacion mecanica utilizando PBS-EDTA 1 mM, pH 8. Las células se
colectaron por centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. El boton celular se lavé 2 veces
con PBS bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Después las células fueron

fijadas con etanol al 70% durante 18 h a -20°C. Transcurrido el tiempo, las células se
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lavaron con PBS y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min. Se adicioné RNasa
(Sigma, T-9253; 5.5 ug/ml) libre de DNasa durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente las células se incubaron con 80 pl de yoduro de propidio (IP, 150
Mg/ml), por 15 min a 4°C y protegidas de la luz. Finalmente las fases el ciclo celular
fueron analizadas con la lectura de 20,000 células (eventos) con el citbmetro BD
FACS Canto Il, marca Becton Dickinson a través del programa de adquisicion
FACSDiva, versién 6.1.3. El andlisis de los datos del ciclo celular se realizd con el
programa ModFit LT, version 2.0.

Apoptosis. Durante el proceso de apoptosis ocurren cambios a nivel de la
membrana celular. Una de las alteraciones es la translocaciéon de fosfatidilserina (FS),
que se encuentra en la cara interna de la membrana, hacia la cara externa de la
membrana plasmatica. La anexina V es una proteina de union a fosfolipidos
dependiente de Ca** con alta afinidad por la FS por lo que puede utilizarse como una
sonda sensible para detectar células apoptdticas. Los niveles de apoptosis fueron
evaluados con el kit de tincion de Anexina-V-fluoresceina y yoduro de propidio
(Roche Diagnostics). La anexina V esta acoplada a la fluoresceina, fluorocromo cuya
energia maxima de excitacion es de 488 nm con una emision de 518 nm.

Posterior al tratamiento de las células A549 con PMy, y Stattic V (40 uM, 1 hora
de pretratamiento), las células fueron colectadas a través de la disociacién mecanica
utilizando PBS-EDTA 1 mM, pH 8. Las células se colectaron por centrifugacion a
1200 rpm por 5 min a temperatura ambiente y se lavaron con PBS bajo las mismas
condiciones de centrifugacion. El boton celular fue resuspendido en 100 pl de la
solucién de tincion que contiene 2 yl de Anexina V y 2 ul de yoduro de propidio
durante 15 min a temperatura ambiente. La suspension celular se evalué con el
citdbmetro BD FACS Canto Il, Becton Dickinson, con la lectura de 20,000 eventos a

través del programa de adquisicion y analisis FACSDiva, version 6.1.3.
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6.9 Localizacion subcelular de p21"*"/“"! por inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica que se basa en el reconocimiento de los
anticuerpos que reconocen estructuras antigénicas celulares nativas (Hernandez-
Ramirez y Cabiedes, 2010). En esta técnica es necesario promover la formacion de
un complejo inmune incubando el tejido o cultivo celular bajo investigacion con un
anticuerpo primario. Posteriormente se afiade un anticuerpo secundario marcado con
un fluorocromo para revelar el inmunocomplejo. Los fluorocromos son colorantes que
emiten luz a una longitud de onda especifica cuando son estimulados con radiacion
ultravioleta (Rao et al.,, 2012). De los colorantes mas usados se tiene a la
fluoresceina cuyo color es verde. Los resultados del reconocimiento de los antigenos
por los anticuerpos, se evaluan en un microscopio de epifluorescencia.

Para evaluar la localizacion subcelular de p21We"CP1 se sembraron células
A549 (2.2 x 10* células/pozo) en laminillas de 8 pozos (Lab-Tek Chamber Slide,
Thermo Scientific # 177402). Una vez que se alcanzé el 80% de confluencia celular,
las células se preincubaron con Stattic V (40 uM, 1 h) antes de la exposiciéon con
PMi por 6 y 24 h, tiempos que representaron los incrementos significativos de
p21WeMCiPT después de la exposicion con PMy. Las células no expuestas con PMq
se utilizaron como control. Después de los tratamientos, las células se lavaron con
PBS para posteriormente fijarse con paraformaldehido al 4% en PBS a 37°C durante
1 h. Transcurrido el tiempo las células se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0.2%
en buffer TBS (TRIS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). Para reducir la
autofluorescencia, se utilizé borohidruro de sodio al 0.1% en TBS por 5 min a
temperatura ambiente. En cada etapa, las células se lavaron con TBS por 5 min. Con
el fin de bloquear sitios inespecificos de unién, se utilizé suero de caballo al 10%
(GIBCO, 16050) y albumina sérica de bovino (Sigma, A9647) al 1% en TBS, por 1 h
a temperatura ambiente. Las células se lavaron con TBS por 5 min y se incubaron
con el anticuerpo primario anti-p21"e"CP! (Millipore, 05-345) a 4°C toda la noche.
Posteriormente, las células se lavaron 3 veces por 5 min y se incubd con el

anticuerpo secundario conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC, por su
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siglas en inglés, Jackson Immuno Research, 115-095-146) durante 1 h a temperatura
ambiente y cubiertas de la luz. Después de lavar las laminillas 3 veces durante 5 min,
los cubreobjetos se montaron sobre las laminillas utilizando el compuesto 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI, por sus siglas en inglés, Molecular Probes, 36935). El
DAPI es un marcador fluorescente que se une a regiones enriquecidas de las bases
adenina y timina del DNA, por lo que se utiliza para identificar el nucleo celular,
tinendose de azul. Las imagenes fueron visualizadas y capturadas con el

microscopio Axio Imager.D2 (Carl Zeiss).

6.10 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos representan las media * la desviacién estandar (DE)
de 3 experimentos independientes. Se aplicé el analisis de varianza con la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni con el Programa Prisma version 5 (GraphPad

Software, Inc). Un valor de p<0.05 se considero estadisticamente significativo.
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7 RESULTADOS

7.1 La viabilidad de las células A549 no fue afectada después de la
exposicion con PM,,

En la tabla 4 se muestra el resultado del ensayo de viabilidad evaluado a través
del método del cristal violeta. Se observd que las células A549 expuestas a 5, 10 y
20 pg/cm? de PMyo durante 24 h no indujeron cambios en el porcentaje de células
adherentes con respecto a las células que no fueron tratadas. A partir de este
resultado se determind utilizar la concentracion de 10 ug/cm? como una
concentracion intermedia en la cual la viabilidad no se ve afectada, como
previamente se ha reportado (Sanchez-Pérez, et al., 2009; Chirino, et al., 2010,
Ferecatu et al., 2010; Sanchez- Pérez, et al., 2014). Ademas, a esta concentracion
de 10 ug/cm? se ha evaluado que no produce dafio evidente, pero si es capaz de

provocar una respuesta celular (Sanchez-Pérez, et al., 2009).

Tabla 4. Cuantificacion de células epiteliales A549 expuestas a PMyo.
PMyo (ug/cm?)

Ct 5 10 20

100 102.9 + 5.54 102.8 + 5.94 103.7 + 5.07

PMio: Particulas con diametro aerodinamico < 10 um. Células control (Ct). Los datos
representan el promedio + desviacidbn estandar (DE) de tres experimentos
independientes.
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7.2 Las PM,, inducen la fosforilacion en Y705y S727 de STAT3

Para investigar si los cambios inducidos por PMyo estuvieron relacionados con
los niveles de expresion proteica de STAT3, se evalué a través de la técnica de
Western blot el estado fosforilado de STAT3 en los residuos de tirosina 705
(pSTAT3-Y705) y serina 727 (pSTAT3-S27) en células A549 expuestas con 10
pg/cm2 de PMy a diferentes tiempos: 0.25, 0.5, 1, 2, 3,6, 12y 24 h.

La figura 5 muestra los resultados de la fosforilacion de STAT3 en Y705. Se
observd que durante la primera hora de exposicion con las PMq, se presentd un
patron de desfosforilacion de pSTAT3-Y705. En la media hora se encontré el mayor
decremento de los niveles pSTAT3-Y705 de 0.9 veces respecto al control (p<0.0001
vs Ct). A partir de la segunda hora este efecto se revirtid, ya que se encontré un
incremento significativo de fosforilacion de STAT3 en Y705 de 2.2 veces respecto a
las células control (p<0.05 vs. Ct) que se mantuvo hasta las 24 h de exposicion a
PMjo (p<0.05 vs. Ct).
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Figura 5. Evaluacion de la fosforilacion de STAT3 en el residuo Y705 inducido
por las PMqo. Se expusieron células A549 con 10 pg/cm? de PM;, a diferentes
tiempos. Western blot representativo (A) y su analisis densitométrico (B) expresado
como el numero de veces respecto al control (Ct). Los datos son presentados como
el promedio + DE de tres experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct, **p<0.001 vs.
Ct, ***p<0.0001 vs. Ct).
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Una vez que STAT3 es fosforilada en Y705, se forma el dimero que puede
ingresar al nucleo y para funcionar como factor de transcripcion, STAT3 debe de ser
fosforilada en S727.

La figura 6 muestra los resultados de la fosforilaciéon de pSTAT3-S727 y se
encontré que durante las primeras 2 horas de exposicion con las PM1o se mantuvo
en niveles basales. A partir de las 3 horas, la fosforilacion en S727 se incrementé

gradualmente de 2 veces (p<0.05 vs. Ct) hasta 2.3 veces a las 24 h (p<0.001 vs. Ct).
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Figura 6. Evaluacion del estado de fosforilacion de STAT3 en el residuo S727
inducido por las PM,. Las células A549 se expusieron con 10 pg/cm? de PMq a
diferentes tiempos. Western blot representativo (A) y su analisis densitométrico (B)
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct). Los datos son
presentados como el promedio + DE de tres experimentos independientes (*p<0.05

vs. Ct, **p<0.001 vs. Ct).
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7.3 El receptor de EGF no es inducido por las PM,,

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteina
transmembranal con actividad de tirosina-cinasa y se sabe que es uno de los
activadores de pSTAT3 en Y705 (Bowman et al., 2000). Se evalué la fosforilacion de
EGFR en Y845 en presencia de 10 pug/cm? of PMyo a diferentes tiempos: 0.25, 0.5, 1,
2,3,6,12y 24 h. En la figura 7 se muestran los resultados de la evaluacion de los
niveles de pEGFR-Y845, y como se puede observar no fueron significativamente

diferentes de las células no expuestas a PMyo.
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Figura 7. Evaluaciéon de la fosforilacion de EGFR en el residuo Y845. Células
A549 fueron expuestas a 10 pg/cm? de PMyo en diferentes tiempos. Western blot
representativo (A) y su analisis densitométrico (B) expresado como el numero de
veces respecto al control (Ct). Los datos son presentados como el promedio + DE de
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tres experimentos independientes.
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7.4 La cinasa Src es inducida por las PM,, y participa en la fosforilaciéon
de STAT3 en el residuo Y705

Debido a que las PM+y no indujeron la fosforilacion de EGFR, se evalu6 a Src
ya que se ha reportado que Src es una de las cinasas que participa en la fosforilacion
de STAT3 en Y705 (Schreiner, et al., 2002).

Se evaluaron los niveles de Src fosforilada en el residuo Y418 en células A549
expuestas a 10 pg/cm2 de PMy a diferentes tiempos: 0.25, 0.5, 1, 2, 3,6, 12y 24 h.

En la figura 8 se muestran los resultados de la evaluacion de los niveles de
pSrc-Y418, y se puede observar que la fosforilacién de Src cinasa se presentd desde
los 15 minutos de exposicion con PMiy con un incremento de 2 veces, en
comparacion con las células control (p<0.05 vs. Ct). EI mayor incremento se registré
a las 3 h (3.2 veces, p<0.0001 vs. PMo). El estado de fosforilacion de Src se

mantuvo hasta las 24 h de exposicion (p<0.0001 vs. Ct).
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Figura 8. Evaluacion de la fosforilacion de Src en el residuo Y418. Células A549
fueron expuestas a 10 pg/cm? de PM, en diferentes tiempos. Western blot
representativo (A) y su analisis densitométrico (B) expresado como el numero de
veces respecto al control (Ct). Los datos son presentados como el promedio + DE de
tres experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct, **p<0.001 vs. Ct, ***p<0.0001 vs.
Ct).
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Se evalué si la cinasa Src esta relacionada con la fosforilacién de pSTAT3-Y705,
por lo que los cultivos celulares se preincubaron por 30 min con el inhibidor de Src
(SU6656, 10 uM) antes de la exposicion de 2 h con las PMy. Se seleccion6 ese
tiempo porque la fosforilacion de STAT3 en Y705 se present6 a partir de las 2 h de
exposicion con las PMyo (ver figura 5), de esta manera se evalué el efecto de la
inhibicién de la activacién de Src donde comienza la activacion de STAT3. En la
figura 9 se muestran los resultados de la inhibicion de la fosforilacion de Src cinasa,
la cual previno la fosforilacién de STAT3-Y705 inducida por la exposiciéon de las PM1g
(p<0.0001 vs. PMyjp).
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Figura 9. Efecto de la inhibicion de Src cinasa en la fosforilacion de STAT3 en
el residuo Y705. Las células A549 fueron preincubadas por 30 min con 10 uyM del
inhibidor para Src (SU6656), previo a la exposicion de 2 h con PMy,. Western blot
representativo de los niveles de pSTAT3-Y705 (A) y su analisis densitométrico (B),
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct, sin tratamiento) o a las
PM1o. Los datos son presentados como el promedio + DE de tres experimentos
independientes (***p<0.0001 vs. Ct, ¥p<0.0001 vs. PM1o).
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Para confirmar la relacion de la Src cinasa con la fosforilacion de STAT3-Y705,
se realizdé una inmunoprecipitacion de proteinas, para evaluar la interaccion entre Src
y STAT3-Y705. Este ensayo se llevd a cabo con 2 h de exposicion con PMyo. La
figura 10 muestra los resultados de la interaccion entre estas proteinas, lo que
sugiere fuertemente que Src esta implicada en la fosforilacion del residuo Y705 de
STATS.

IP: Src
IB : pSTAT- Y705

IP: Src
IB : pSrc-Y418

Lisado STAT3

Lisado Src

Figura 10. Evaluaciéon de la relacién entre la cinasa Src en la fosforilacion de
STAT3 en Y705 en células expuestas a PM,o. Para evaluar la interaccion directa de
Src con el factor STAT3 a nivel de tirosina, las células A549 se expusieron con 10
ug/cm? de PM1o durante 2 h y posteriormente se realizé la inmunoprecipitacién con el
anticuerpo especifico para Src y del de STAT3-Y705 para el inmunoblot. Western
blot representativo de tres experimentos independientes. IP: Inmunoprecipitacién; IB:
Inmunoblot.
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7.5 Las PM,, inducen a ERK1/2 y PKC{, pero PKC( es la relacionada con
la fosforilaciéon de STAT3 en S727

Para demostrar el mecanismo de fosforilacion de pSTAT3 en S727 inducido por
las PM1o, se evalud la fosforilacion de ERK1/2 en el residuo T202, ya que se sabe, es
la Thr/Ser cinasa que convencionalmente fosforila a pSTAT3-S727 (Bowman et al.,
2000, Aggarwal et al., 2009).

Se evaluo la fosforilacion de pERK1/2-T202 a diferentes tiempos de exposicion
(0.25,0.5,1,2,3,6,12y 24 h) con 10 pg/cm2 de PMyo. En la figura 11 se muestran
los resultados de la evaluacion de los niveles de pERK1/2-T202. Después de los 15
minutos de exposicion, las PMqo indujeron un rapido incremento de 3.8 veces de
pERK1/2-T202 (p<0.0001 vs Ct), el cual disminuy6 a niveles basales después de 30
min de exposicion con las PMo y se prolong6 hasta las 6 h. A las 12 h de nuevo se
observd un incremento de 2.2 veces respecto al control, que se sostuvo hasta las 24

de exposicion (p<0.05 vs. Ct).
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Figura 11. Evaluacion de la fosforilacion de ERK1/2 en el residuo T202. Células
A549 fueron expuestas a 10 pg/cm? de PMyo a diferentes tiempos. Western blot
representativo (A) y su analisis densitométrico (B) expresado como el numero de
veces respecto al control (Ct). Los datos son presentados como el promedio £ DE de

tres experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct, ***p<0.0001 vs. Ct).
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De acuerdo con este resultado se considerd que la cinasa ERK1/2 no participé
en la fosforilacion de STAT3 en S727, debido a que la fosforilacion de este residuo
ocurrioé a partir de las 3 h de exposicion con PMy, (ver figura 6). Por esta razon es
que se evalué PKCC, que es una Thr/Ser cinasa que se ha reportado fosforila a
STAT3 en S727 (Mattagajasingh et al., 2012).

Se evalué si las PMyo podrian inducir la fosforilacién de PKCC en el residuo de
T410, por lo que se evalud su fosforilacion.

En la figura 12 se muestran los resultados de la evaluacion de los niveles de
pPKCC-T410. Desde los 5 minutos de exposicion, las PMyy indujeron un rapido
incremento de 3.3 veces de pPKC(-T410 (p<0.05 vs. Ct) que se mantuvo hasta las

24 h de exposicion con PMyq (p<0.05 vs. Ct).
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Figura 12. Evaluacion de la fosforilacion de PKCC en el residuo T410. Las células
A549 fueron expuestas a 10 pg/cm? de PMyo a diferentes tiempos. Western blot
representativo (A) y su analisis densitométrico (B) expresado como el numero de
veces respecto al control (Ct). Los datos son presentados como el promedio £ DE de
tres experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct).
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Una vez que se determiné que las PMyo indujeron a pPKCC-T410, se evaluo si
esta cinasa estuvo implicada en la fosforilacién de STAT3-S727. Para ello, se utilizé
el inhibidor de PKCC (I-PKCC, 0.5 uM) que fue preincubado en los cultivos celulares
durante 30 min, previo a la exposicion de 3 horas con las PMo. Se selecciono este
tiempo porque la fosforilaciéon de STAT3-S727 se presentd en ese tiempo (ver figura
6).

En la figura 13 se muestran los resultados de la inhibicion de la fosforilacion de
la cinasa PKC{, la cual previno la fosforilacion de STAT3-727 inducida por la

exposicion de las PM1o (p<0.0001 vs. PMy).
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de PKC{ cinasa en la fosforilacion de STAT3
en el residuo S727. Las células A549 fueron preincubadas por 30 min con 0.5 uM
del inhibidor de PKCC (I-PKCC{), previo a la exposicion de 3 h con PM4,. Western blot
representativo de los niveles de pSTAT3-S727 (A) y su analisis densitométrico (B)
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct, sin tratamiento) o las
PM1o. Los datos son presentados como el promedio + DE de tres experimentos
independientes (***p<0.0001 vs. Ct, ¥p<0.0001 vs. PM1o).
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La figura 14 muestra los resultados de la interaccion entre la cinasa PKCC y

pSTAT3-S727 mediante el ensayo de inmunoprecipitacion, después de 3 h de

exposicion con las PMyo.

IP:
IB :
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PKCC
pSTAT3 S727

: PKCC
IB :

pPKCZ-T410

Lisado STAT3

Lisado PKCC

PM.,

Ct 3h IgG
-
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Figura 14. Evaluacion de la relaciéon entre la cinasa PKCZ en la fosforilacion de
STAT3 en S727 en células expuestas a PM4,. Para evaluar la interaccion directa de
PKCC con el factor STAT3 a nivel de serina, las células A549 se expusieron con 10
ug/cm? de PM1o durante 3 h y posteriormente se realizé la inmunoprecipitacién con el
anticuerpo especifico para PKCC y del de STAT3-S727 para el inmunoblot. Western
blot representativo de tres experimentos independientes. IP: Inmunoprecipitacién; IB:

Inmunoblot.
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7.6 Las PM,, inducen un incremento de p21"¥°?" mediado por la
fosforilacion de STAT3 a través de las cinasas Src y PKC{

STAT3 es un factor de transcripcibn que participa en la regulacion de
proteinas relacionadas con el ciclo celular como p21"¥3"/“P! (Hawthorne et al., 2009).

1Wall/CiPl con 10 pg/cm? de PMyo en células

Se determiné el nivel de la proteina p2
A549 evaluado a diferentes tiempos de exposicion de 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12y 24 h.
En la figura 15 se muestran los resultados de la evaluacion de los niveles de
p21WeMCiP1 "y como se puede observar, a las 6 h se presentd un incremento de 2
veces después de la exposcion con PMyg, con respecto a las células control (p<0.05
vs. Ct) y esta sobre regulacion se mantuvo hasta las 24 h de exposicion (p<0.001 vs.

Ct).
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Figura 15. Evaluacion de los niveles de p21W*/CP!  Céglulas A549 fueron
expuestas a 10 pg/cm? de PMyq a diferentes tiempos. Western blot representativo (A)
y su analisis densitométrico (B) expresado como el numero de veces respecto al
control (Ct). Los datos son presentados como el promedio + DE de tres
experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct, **p<0.001 vs. Ct).
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Para determinar si los niveles de expresion de p21""CP! estan relacionados
con la fosforilacion de STAT3, se utilizaron diferentes inhibidores, los cuales fueron
preincubados en el cultivo celular de A549 previo a la exposicién con 10 ug/cm? de
PMo durante 24 horas.

Se evalud si la inhibicién de la fosforilacion de STAT3 en Y705 inducida por

qWal/CiP1 parg ello se utilizd el inhibidor Stattic V. En la

Waf1/Cip1
1 Y

como se puede observar, la inhibicion de STAT3-Y705 previno la induccion de los
niveles de p21"¥C*1 (p<0.05 vs. PM1o).

PMyo tuvo influencia sobre p2

figura 16 se muestran los resultados de la evaluacién de los niveles de p2
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Figura 16. Efecto de la inhibicion de la fosforilacion de STA3-Y705 en los
niveles de p21V#P! |as células A549 fueron preincubadas por 1 h con 40 uM del
inhibidor Stattic V (Stattic) previo a la exposicién de 24 h con PMy,. Western blot
representativo de los niveles de p21"W3"CPT (A) y su analisis densitométrico (B)
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct, sin tratamiento) o las
PM1o. Los datos son presentados como el promedio + DE de tres experimentos
independientes (**p<0.001 vs. Ct, ¥p<0.05 vs. PMyo).
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Para determinar si la fosforilaciéon de pSrc-Y418, implicada en la fosforilacion
de STAT3-Y705, podria influir en los niveles de p21"W¥CP! se utilizé el inhibidor
SU6656. En la figura 17 se muestran los resultados de la evaluacion de los niveles
de p21Ve"CP1 'y como se puede observar, la inhibicién de la fosforilacion de Src en

Y418 previno la induccién de los niveles de p21"¥c"! (5p<0.05 vs. PM4o, figura 17).
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Figura 17. Efecto de la inhibicion de la fosforilacion de Src cinasa en los
niveles de p21V#"©P! | as células A549 fueron preincubadas por 30 min con 10 pM
del inhibidor SU6656 previo a la exposicion de 24 h con PMj,. Western blot
representativo de los niveles de p21We"“P" (A) y su analisis densitométrico (B),
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct, sin tratamiento) o las
PM1o. Los datos son presentados como el promedio + DE de tres experimentos
independientes (**p<0.001 vs. Ct, ¥p<0.05 vs. PMyo).
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Ademas, el inhibidor de PKC{ previno la actividad cinasa PKCC cinasa
responsable de la fosforilacion de STAT3-S727. La figura 18 muestra que los niveles
de p21WeMCP1 as0ciados con la expresion de PMy, fueron prevenidos cuando la
actividad de PKCC se inhibe (p<0.0001 vs. PMyp).
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Figura 18. Efecto de la inhibicion de la fosforilacion de PKC{ cinasa en los
niveles de p21"3 %P1 | as células A549 fueron preincubadas por 30 min con 0.5 pM
del inhibidor de PKCC (I-PKCJZ) previo a la exposicion de 24 h con PM4o. Western blot
representativo de los niveles de p21We"“P" (A) y su analisis densitométrico (B),
expresado como el numero de veces respecto al control (Ct, sin tratamiento) o las
PM1o. Los datos son presentados como el promedio + DE de tres experimentos
independientes (***p<0.0001 vs. Ct, ¥p<0.0001 vs. PMo, *p<0.05 vs. Ct).

62



7.7 Las PM;, inducen la estabilizacion en citoplasma de p21Vf/CP! y este
efecto es dependiente de STAT3

Debido a que se ha reportado que PM;, inducen la estabilizacion de
p21WeCiP1  nrincipalmente en el citoplasma, se avaltio si el factor STAT3 esta
relacionado con su localizacion subcelular. En la figura 19 se muestran los resultados
de la evaluacién de la localizacion de p21VeCPT en células A549 expuestas con
PM;o durante a) 6 h y b) 24 h. Se puede observar que en las células control de 6 hy
24 h, p21"Va/CP tiene una localizacion principalmente en ntcleo. Cuando las A549
son expuestas con PMy la presencia de p21"#""“"! en nucleo disminuye y es mayor
en citoplasma en las mismas horas evaluadas, aunque el efecto se ve mayor en las 6
h. Para evaluar el efecto que tendria la inhibicion de la fosforilacion de STAT3 sobre
la localizacion de p21We™CP1 |35 células se incubaron con Stattic V y se encontrd

que STAT3 previene la traslocacion de p21"a"/“P1 g citoplasma.
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Figura 19. Las PM,, indujeron la estabilizacion de p2 en el citoplasma
en células epiteliales A549. La localizacion subcelular de p21"#"C*? fye evaluada
por inmunofluorescencia a las A) 6 h y B) 24 h después de la exposicion con PMyo.
En paralelo, los cultivos celulares fueron preincubados por 1 h con Stattic V (Stattic,
40 uM) antes de la exposiciéon con PMyo. p21"31'CP1 fue tefiido en verde y los nlcleos
fueron visualizados utilizando DAPI. Las imagenes se capturaron con el microscopio
Axio Imager.D2 (Carl Zeiss). Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes. Ct: células control.
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7.8 Las PM,, inducen la detencién del ciclo celular en la fase G0-G1 y STAT3
previno la apoptosis

Debido a que p21"af/cie’

es una proteina relacionada con el ciclo celular y que
sus niveles son inducidos por las PMj, mediados por la activacion de STAT3, se
evaluaron las diferentes fases del ciclo celular y apoptosis de células A549 expuestas
con 10 pg/cm? de PM4o durante 24 h. Para determinar si la fosforilacion de STAT3 se
asocia con el ciclo celular, en paralelo se preincubaron células con el inhibidor Stattic
V (Stattic, 40 uM) antes de la exposicion con PMyp.

En la figura 20 se presentan los resultados de la distribucion de las diferentes
fases del ciclo celular y como se puede observar, las PMo indujeron la detencion del
ciclo celular en la fase G0-G1 ya que se registré un incremento significativo de 7.4%

con respecto a las células no expuestas a PMyg (p<0.05 vs. Ct).
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Figura 20. Distribucion del ciclo celular en células A549 expuestas a PMy, cony
sin la inhibiciéon de la fosforilacion de STAT3. Células A549 se expusieron por 24
horas a 10 upg/cm?® de PMi, con o sin inhibidor Stattic V (Stattic, 40 uM,
pretratamiento 1 h). El ciclo celular se llevd a cabo con el ensayo de yoduro de
propidio y se analizd por citometria de flujo. Los valores representan el promedio +
DE de tres experimentos independientes (*p<0.05 vs. Ct). Por otra parte, las PMyo y a
la inhibicion de la fosforilacion de STAT3 no indujeron cambios en las demas fases
del ciclo celular.
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En la figura 21 se muestran los resultados de los niveles de apoptosis en
células A549 expuestas con PMy, con y sin la inhibicidn de la fosforilaciéon de STAT3-
Y705.

Las PM+o no inducen muerte celular de manera significativa con respecto a las
células control, sin embargo, cuando se inhibe la fosforilacion de STAT3 se registrd
28.8% de apoptosis (p<0.0001 vs. Ct).
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Figura 21. Niveles de apoptosis en células A549 expuestas a PMq, con y sin la
inhibicion de la fosforilacion de STAT3. Células A549 se expusieron por 24 h a 10
ug/cm? de PMyo con o sin inhibidor Stattic V (Stattic, 40 uM, pretratamiento 1 h). La
apoptosis se evalué con Anexina V-Fluoresceina y se analizé por citometria de flujo.
Los valores representan el promedio + DE de tres experimentos independientes
(3p<0.0001 vs. Ct).
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8 DiISCUSION

El material particulado es un carcindbgeno para los humanos de acuerdo con la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC, 2013; Loomis et al., 2013)
y es considerado como un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmén
(Cui et al., 2014) y otras neoplasias (lwai, et al., 2005). Ademas existen evidencias
toxicoloégicas que apoyan el papel genotoxico, mutageénico y carcinogénico de las
particulas (Knaapen et al., 2004; Shi et al, 2006). Aunque los procesos
carcinogénicos inducidos por la exposicion a PMj, no estan completamente
entendidos, trabajos realizados in vitro sugieren que concentraciones entre 10 a 160
ug/cm? no tienen impacto sobre la viabilidad celular (Alfaro-Moreno et al., 2002;
Sanchez-Pérez et al., 2014), pero a esas concentraciones si se induce dafo en el
DNA (Topinka et al., 2000; Soberanes et al., 2006; Sevastyanova et al., 2008;
Sanchez-Pérez et al., 2009) y estrés oxidante a través de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (Li et al., 1996; Prahalad et al., 2001; MacNee and Donaldson,
2003; Chirino et al., 2010).

En este estudio se utilizd una concentracion de 10 pg/cm? de PM que puede
ser comparado a una exposicion durante 5 dias (Li et al., 2003; Ferecatu et al.,
2010), lo cual sugiere que la exposicion humana a PMy, podria desarrollar
alteraciones sin evidente toxicidad. Los hallazgos in vitro de que las PM4, inducen
dafnio a DNA sin citotoxicidad, alteraciones en la progresion del ciclo celular o
apoptosis necesitan dirigirse para esclarecer si las PM¢ modulan estas respuestas
en ceélulas expuestas, ya que son procesos clave y su alteracion podria llevar a un
fenotipo anormal. Ademas, si las PMqy inducen dafo en el DNA, como se ha
demostrado en diversos estudios (Soberanes et al., 2006; Sevastyanova et al., 2008),
las células expuestas a este contaminante podrian evadir la apoptosis aun cuando el
DNA dafiado no ha sido reparado adecuadamente. La proteina p21"Va"/“*! es clave
en la detencion del ciclo celular después de dano a DNA (Dutto et al., 2015) y se ha
encontrado sobreregulada en diversos tumores (Roninson, 2002; Hawthorne et al.,

2009). Debido a que se ha demostrado que las PMy, inducen la sobreexpresion de
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p21WeMCiPT (Sanchez-Pérez et al., 2014) y que STAT3 es factor de transcripcion de
p21WeCiPT (Bowman et al., 2000; Coqueret and Gascan, 2000; Hawthorne et al.,
2009; Cao et a., 2010), en este trabajo se evalud si las PMyg inducen a p21Var/ce!
través de STAT3 en células A549.

En este trabajo se utilizo la linea celular A549, modelo de estudio ampliamente

a

usado y aceptado para estudios toxicolégicos de PMy, (Foster et al., 1998; Upadhyay
et al., 2003; Gualtieri et al., 2010; Soberanes et al., 2006; Alessandria et al., 2014), y
su uso representa a las células epiteliales de pulmén humano. El perfil genético de
esta linea celular, p53 no esta mutado (Blanco et al.,, 2009) lo que ha permitido
evaluar la via de sefalizacién inducida cuando las PM+o producen dano en el DNA
(Sanchez-Pérez et al., 2009). Por otra parte, se ha observado el mismo
comportamiento de respuesta que con otras lineas celulares normales. Se ha
reportado que células epiteliales bronquiales normales como las BEAS-2B y A549
tienen practicamente la misma respuesta cuando se evaluo la expresion de
marcadores epiteliales inducidos por la extracto de humo de cigarro (Eurlings et al.,
2014).

En el presente trabajo, se encontré que las células A549 expuestas a PMqg
indujeron la fosforilacion de STAT3 en los residuos Y705 y S727 la cual esta

AWal/Cipl  asi como a su estabilizacién en

relacionada en la induccion de p2
citoplasma. Estos resultados sugieren que las células expuestas a PMqy censaron
dafno en el DNA, lo cual correlacion6 con la detencién del ciclo celular en la fase GO-
G1. Sin embargo, a pesar de la detencion del ciclo celular no se observaron cambios
significativos en los niveles de apoptosis. Cuando se incubaron las células A549 con
el inhibidor de STAT3 y se expusieron a las PMo, se observd un incremento en los
niveles de apoptosis, los cual sugiere que la activacion de STAT3 le confiere
sobrevivencia a las células, como ha sido reportado previamente (Bowman et al.,
2000; Yu et al.,, 2009; Spitzner et al., 2014a). Ademas, existen evidencias que
apuntan a que STAT3 es requerida en la etapa de iniciacién y promocion de la
carcinogénesis (Kim et al., 2007). En el modelo murino de carcinogénesis de piel

inducida quimicamente, se ha reportado que STAT3 mantiene la sobrevivencia de las
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células con dafno en el DNA, evento requerido para la etapa de iniciacion y
promocion del proceso carcinogénico (Chan et al., 2004).

En este trabajo, se reporta que las PMy indujeron un incremento en la fase GO-
G1, evento que no se habia encontrado en estudios previos de nuestro grupo de
trabajo (Sanchez-Pérez et al., 2014). Sin embargo, trabajos como en el de Zhang et
al., (2007a) observaron detencion del ciclo celular en la fase G0-G1 en células A549
expuestas a PM 5, sin disminucion en la sobrevivencia celular, resultados similares a
los encontrados en este trabajo. Por otro lado, es importante destacar que las PMqg
utilizadas en el presente estudio fueron colectadas en anos posteriores a las
utilizadas en trabajos previamente reportados en nuestro grupo de trabajo. Debido a
que los efectos de las PM1o son directamente atribuidos a su composicion, se sugiere
que las PMy, usadas en este trabajo, tienen una diferente concentracion de
componentes que estén induciendo un afecto mayor, capaz de producir un discreto
incremento, pero significativo en la acumulacion de la fase G0-G1. En este sentido,
es importante mencionar que la composicion de las PMyo colectadas cada aino, llega
a ser diferentes debido a que derivan de diversas actividades antropogénicas de su
lugar de origen, como es el caso de las PMyo colectadas de diferentes ciudades en
Korea mostraron un contenido mas alto de metales en 22 anos (Kim et a., 2016). De
forma similar, se observé que las PMy, colectadas en el afio 2006 y en el 2009 en la
Ciudad de México también mostraron un contenido mayor de metales como Fe y Cu
(Mugica et al., 2009; Guerra et al., 2013).

Se ha estimado, que la concentracion de particulas, su composicion asi como
los efectos biolégicos inducidos por éstas varian de acuerdo al tiempo/espacio donde
el material particulado es colectado (Rosas et al., 2007). Por ejemplo, en Holanda,
las PMio de una estacion de tren subterraneo y las que provienen del transito
vehicular, tienen un impacto diferencial en los efectos celulares en macroéfagos,
evaluados a través de la viabilidad celular y la secrecion de mediadores
proinfimatorios como TNFa, IL-6 y MIP-2 (Steenhof et al., 2011). La cantidad de
metales como cobre, hierro, niquel, vanadio y zinc y de PAHs en las PMq, de la

estacion de tren fueron 90, 19, 5, 2, 240 y 4.5 veces mas altos comparados con las
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del sitio del transito vehicular, respectivamente. Las particulas que provienen de la
estacion del tren indujeron en los macrofagos disminucién de la viabilidad y una
mayor secrecion de TNFa, IL-6 y MIP-2, sugiriendo un alto potencial proinflamatorio.

Debido a que STAT3 es una proteina que participa en procesos inflamatorios
como respuesta ante un estimulo celular (Duan and Simpson-Haidaris, 2006) en este
trabajo se evalué la via de activacion de STAT3 inducida por las PMo. La
fosforilacion de STAT3 puede ser llevaba a cabo a través de EGFR, sin embargo, en
este trabajo se encontré que EGFR no participa en la via de activacién de STAT3
después de la exposicion con PMyo. Se exploré la fosforilacion de EGFR debido a
que particulas derivadas de la combustion de Diésel (DEPs) inducen la activacion de
STAT3 a través de EGFR (Cao et al., 2007). Aunque las PMjo contienen DEPs
(Kafoury and Kelley, 2005), los resultados sugieren que la cantidad de DEPs
contenida en las PMyo no es suficiente para inducir la fosforilacion de EGFR, por lo
que en este trabajo se decidié evaluar la cinasa Src, debido a que esta proteina esta
implicada en las fosforilacion de STAT3 en Y705, (Bowman et al., 2000).

Los resultados mostraron que la cinasa Src se encontrd fosforilada desde
tiempos tempranos después de la exposicion con PMqo y se observo una prevencion
completa de la induccion de pSTAT3-Y705 cuando se inhibié la fosforilacién de Src,
sugiriendo que Src es responsable de la fosforilacion de STAT3-Y705, inducida
después de la exposicion con PMq. Src es una cinasa expresada ubicuamente en
diversos tejidos y se relacionada en diversas funciones, como proliferacion y
sobrevivencia celular, mantenimiento de contacto intercelulares, motilidad y
migracion, por lo que la perturbacién en su regulacion podria generar un proceso
carcinogénico (Giannoni et al., 2010).

En este trabajo se observé un patron de desfosforilacion de STAT3-Y705. Este
evento puede estar asociado con la activacion de diversas fosfatasas de tirosina
como PTPRT (protein tyrosine phosphatase receptor T, también conocida como
PTPp), SHP1 y SHP2 (SH2 domain-containing phosphatase1 y phosphatase2,

respectivamente) ya que se conoce que pSTAT-Y705 es sustrato preferencial de
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estas fosfatasas cuando hay estrés celular (Zhang et al., 2007b; Kim, 2010; He et al.,
2014).

Otra de las proteinas que de manera convencional participa en la fosforilacién
de STAT3 en S727 es la cinasa ERK1/2 (Aggarwal et al., 2009). En este trabajo no
se encontré que pERK1/2-T202 participe en la activacion de STAT3-S727, ya que la
proteina fue fosforilada en tiempos tempranos y después reprimida hasta las 12 h,
donde de nuevo se indujo su actividad y se mantuvo hasta las 24 h de exposicion
con las PMyo. Esta rapida induccién seguido por la menor actividad ha sido
previamente descrito para ERK1/2 (Meloche and Pouyssegur, 2007). La
desfosforilacion de ERK1/2 también puede estar asociada con la actividad de
fosfatasas de treonina/serina como PP2A (Kawahara et al., 2013). PP2A juega un
papel importante en procesos de proliferacion celular y en el control del ciclo celular
(Kawahara et al., 2013) y también se ha considerado como supresor de tumores
(Perroti and Neviani, 2013).

La disminucién y aumento en la fosforilacion inducida por PMyg en pSTAT-
Y705 and pERK1/2-T202 sugiere que las fosfatasas podrian activarse como una
respuesta inmediata contra las PM4o y posteriormente inhibirse, lo cual sugiere que
algunos elementos de las PM4, podrian regular la actividad de las fosfatasas. En este
sentido, algunos metales como vanadio y cadmio inhiben la actividad de fosfatasas
de tirosina y serina/treonina (Samet et al., 1997; Pan et al., 2013), y esos metales
estan contenidos en PMjo (Englert, 2004; Guastadisegni et al., 2010) y se han
reportado en las PMyq de la Ciudad de México (Manzano-Leén et al., 2013).

Debido a que ERK1/2 no participd en la fosforilacion de STAT3-S727, se
evalué a PKCC ya que esta cinasa tiene la capacidad de fosforilar a STAT3 en el
residuo S727 en citoplasma e ingresar de forma activa al nucleo (Mattagajasingh et
al., 2012, Butler et al., 2013). PKCC se fosforil6 rapidamente y sostiene su actividad a
partir de 5 min hasta 24 h de exposicion con PM4o. En este trabajo se determin6 que
la cinasa PKC{, es la responsable de fosforilar a STAT3 en S727 ya que se evaluo la
interaccion entre estas dos proteinas con un ensayo de inmuprecipitacion. La

inmediata activacion de PKCC{ puede tener un impacto importante en células
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expuestas a PMyo, porque esta cinasa modula vias de inflamacién y sobrevivencia
celular, diferenciacion, desarrollo y progresion tumoral (Berra, et al., 1993; Lerner-
Marmarosh, et al., 2007). Ademas de esos efectos, a PKCC se le ha implicado en la
desorganizacion de la barrera epitelial de pulmon en respuesta a un proceso
inflamatorio en un modelo de raton expuesto a DEPs (Caraballo et al., 2013). PKC(
puede ser activada por diversas citocinas como TNFa y radicales libres (Lerner-
Marmarosh et al., 2007; Diaz-Meco and Moscat, 2012). En este sentido, es bien
conocido que la inflamacion es una respuesta inducida por las PMyq (Li et al., 1996;
Pope and Dockery, 2006; Alfaro-Moreno et al., 2009; Andreau et al., 2012; Manzano-
Ledn et al., 2013; Salcido-Neyoy et al., 2015), lo cual podria explicar en parte, la
activacion de PKCC.

Las PMy son consideradas como un contaminante que tiene un importante
papel en diversos efectos a la salud. Diversos estudios epidemiolégicos han
demostrado que la exposicidn a particulas suspendidas, incrementa el riesgo de
cancer de pulmoén. Debido a que la activacion de STAT3 contribuye a la progresion
del cancer, los resultados de este estudio advierten que la via de sehalizacion de
STAT3 inducida por la exposicion con PMqen células epiteliales de pulmén, lleva a
la sobrevivencia celular, y su activacion podria ser una via que contribuye como
factor de riesgo asociado al potencial carcinogénico de la exposicion a las PMy.

En resumen, en este estudio se encontré que las PM4o inducen la fosforilacion
de STATS3 en los residuos Y705 y S727 a través de la actividad de las cinasas Src y
PKCC, respectivamente (figura 22). La activacion de STAT3 esta relacionado con los

niveles de p21"War/ciet

, induciendo la detencion del ciclo celular en la fase G0-G1 y
previniendo la apoptosis, y este evento parece estar asociado a la retencion de
p21WeMCiPl an citoplasma. En este sentido, STAT3 juega un importante papel anti-
apoptético lo que le confiere sobrevivencia a las células expuestas a PM4o. Por otra

parte, la sobreregulacion de p21"Var/cie?

sugiere una respuesta ante el dafo en el
DNA, por lo que las ceélulas expuestas a PMj, podrian evadir la apoptosis aun
cuando el DNA dafado no ha sido reparado adecuadamente. Los resultados de este

trabajo podrian explicar alguno de los mecanismos por los cuales las PMyo podrian
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potencialmente relacionarse con procesos carcinogénicos, debido a su participacion

en una via de senalizacion asociada con la proliferaciéon y la sobrevivencia celular.
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Figura 22. Mecanismo de senalizacidon propuesto para la fosforilacion de STAT3
inducido por la exposicion de PM4o en células epiteliales de pulmén humano.
Las PMyo indujeron la activacién de las cinasas Src y PKCC , las cuales fosforilaron
los residuos especificos de activacion de STAT3 que son Y705 y S727,
respetivamente. La cinasa ERK1/2 se induce por las PMyy, sin embargo no esta
involucrada en la fosforilacion de STAT3 en S727. La sobreregulacién de p21Var/c!
y su estabilizacion en citoplasma esta asociado con la activacion de STAT3. Se
demostré que la fosforilacion de STAT3 previene la apoptosis confiriéndole
sobrevivencia celular como fue demostrado a través de la inhibicion de la
fosforilacion de STAT3.
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9 CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd que la proteina p21"WC®! v su retencién en
citoplasma fueron inducidos en células epiteliales de pulmén A549 expuestas a PMyo.
La actividad de p21Ve"©P1 es regulada por la fosforilacion de los residuos Y705 y
S727 de STAT3 a través de la actividad de las cinasas Src y PKC(, y estos eventos
estan asociados con la detencion del ciclo celular en la fase G0-G1, asi como con la

prevencion de la apoptosis.
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10 PERSPECTIVAS

Las ceélulas A549 tienen una limitacion puesto que es una linea celular
hipotriploide, lo cual es diferente de una epitelio normal de pulmén humano. En este
sentido, células epiteliales derivadas de epitelio bronquial humano como BEAS-2B

podria ser de utilidad para disefar estudios posteriores.

En este estudio se demostraron algunos efectos asociados a la exposiciéon de
PMio a corto plazo, sin embargo la exposiciéon a largo plazo bajo condiciones no
citotdéxicas podria ser de ayuda para analizar el impacto de las PMo en el dafio al
DNA. Un ensayo clonogénico permitira evaluar la capacidad de las células expuestas

a PMo de someterse a divisiones celulares ilimitadas.

Los resultados mostraron un patron de desfosforilacion de Y705 de STAT3 y
de la cinasa ERK1/2, por lo que es importante evaluar el mecanismo de regulacion
de las fosfatasas inducido por las PMo. Los resultados obtenidos complementara la
via de senalizacion derivada de los efectos del material particulado.

En este trabajo se evalué que STAT3 regula a p21"a/cP!

1Waf1/Cip1

. Sin embargo, es
importante esclarecer el mecanismo por el que p2 se estabiliza en
citoplasma después de la exposicion con las PMq. Se ha reportado que la

fosforilacion de p21Waf1/Cip1

se puede llevar a cabo a través de cinasas como
AKT/PKB, Pim-2, PKCC, por lo que su evaluacion seria una aportacion importante

para conocer el potencial carcinogénico del material particulado.
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ABSTRACT

Atmospheric particulate matter with aerodynamic diameter <10 pm (PMjg) is a risk factor for the
development of lung cancer, but cellular pathways are not completely understood. STAT3 is a p21Waft/Cip1
transcription factor and is associated with proliferation and cell survival and is upregulated in lung
cancer. PMyg exposure induces p21Vafl/CiP1 expression, which could be related to STAT3 activation. The
aims of this work were to investigate whether STAT3 was activated on lung epithelial cells after PMo
exposure and to determine whether or not STAT3 could have an impact on cell cycle distribution and cell
survival. Our results showed that PM;o induced STAT3 activation through Src and PKC{ kinases, and it is
partially responsible for the p21Wafl/CiP1 induction that was also observed. Moreover, PMyq induced G1-
GO cell cycle arrest. The inhibition of STAT3 phosphorylation prevented cell cycle arrest and triggered
apoptosis. These results suggest that PMg exposure might activate a survival pathway related to STAT3
activation, similar to what has been described as part of the immune system and apoptosis evasion

PKC{ kinase

during tumor promotion and development.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Atmospheric particulate matter (PM) with aerodynamic
diameter < 10 um (PMyp) is considered a risk factor for the devel-
opment of several diseases in human. PMyq is derived from natural
sources and anthropogenic activities (Ghio et al., 2012; Poschl,
2005), and its composition represents a complex mixture of com-
pounds, including transition metals, polycyclic aromatic hydrocar-
bons (PAHs), and endotoxin (Alfaro-Moreno et al., 2002; Bonner
et al, 1998; Callén et al, 2011; Harrison and Yin, 2000).

* This paper has been recommended for acceptance by David Carpenter.
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Epidemiologic studies have shown that PMyg has a direct impact on
human health due to its association with increased mortality rates
and the development of cardiovascular and respiratory diseases,
lung cancer, and other neoplasias (Englert, 2004; Pope and
Dockery, 2006; Raaschou-Nielsen et al., 2013). Recently, the Inter-
national Agency for Research on Cancer (IARC) declared that air
pollution in general, and also particles present in polluted air, are
carcinogenic, representing a risk factor for lung cancer develop-
ment (Hamra et al., 2014; IARC, 2013; Loomis et al., 2013). However,
the exact cellular and molecular mechanisms are not completely
understood. Inflammation, oxidative stress, cytotoxicity, and gen-
otoxicity are among the potential mechanisms associated with
PMy¢ carcinogenic effects (Alfaro-Moreno et al., 2002; Chirino et al.,
2010; Donaldson et al., 1996; Garcia-Cuellar et al., 2002; Risom
et al., 2005; Sanchez-Perez et al., 2009). We have previously re-
ported that PMg exposure induces DNA damage with no alteration
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of the cell cycle in A549 lung epithelial cells (Sanchez-Perez et al.,
2009), suggesting that the cell cycle progresses even in the pres-
ence of DNA damage. This brought our attention to the study of
p21Wafl/Cipl \which is a critical protein in the cell cycle arrest (GO-G1
phase) after DNA damage (Dutto et al., 2015), and we identified that
p21Wafl/Gipl s improperly activated in response to DNA damage
after PMg exposure in A549 lung epithelial cells (Sanchez-Perez
et al., 2014). However, the molecular mechanisms involved in the
PMy induction of p21WaM/CiP1 remained elusive.

Signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3) is a
protein that integrates numerous extracellular signals to regulate
cell cycle-related genes such as p21Wa/CP1 (Hawthorne et al.,
2009), and it is activated by reactive oxygen species (ROS) and
inflammation (Cao et al., 2007; Duan and Simpson-Haidaris, 2006).

For instance, STAT3 is constitutively active, increasing prolifer-
ation, angiogenesis, and metastasis during the carcinogenic process
(Levy and Darnell, 2002; Yu et al., 2009). In contrast, STAT3 inhi-
bition reduces cell survival, invasion, and tumor growth (Bowman
et al,, 2000; Yu et al., 2009). STAT3 activation occurs by the initial
phosphorylation of the tyrosine residue at position 705 (Y705). The
epidermal growth factor receptor (EGFR) and Src, a non-receptor
protein-tyrosine kinase, are some of the kinases involved in this
initial STAT3 phosphorylation. After phosphorylated STAT3 in Y705
induces its dimerization with the subsequent nucleus trans-
location, (and to achieve maximum transcriptional activity),
phosphorylation of serine 727 (S727) is also required. ERK1/2 Thr/
Ser kinase (Aggarwal et al., 2009; Bowman et al., 2000) and, most
recently identified, PKCC (Butler et al., 2013; Mattagajasingh et al.,
2012) also participate in the STAT3-S727 phosphorylation. After
optimal phosphorylation, STAT3 binds to the DNA of target genes,
such as those related to the cell cycle, including p21Waf/Cip1
(Bowman et al.,, 2000; Coqueret and Gascan, 2000; Hawthorne
et al.,, 2009). The aims of this work were to investigate whether
STAT3 was activated on lung epithelial cells after PMyg exposure
and to determine its impact on cell cycle distribution and cell
survival. Based on the above information, we hypothesized that
PMjo exposure in lung epithelial cells induces STAT3 activation,
which promotes alterations in the progression of the cell cycle and
cell survival. In addition, because STAT3 activation is triggered by
phosphorylation, we investigated the role of EGFR, Src kinase,
ERK1/2, and PKC{ kinase in STAT3 phosphorylation and as media-
tors of p21Waf/GP1 jnduction.

In this paper, we demonstrate that PMjo exposure induces GO-
G1 cell cycle arrest by promoting p21Waf1/GP1 expression through
STAT3 phosphorylation, which is responsible for preventing
apoptosis in lung epithelial cells. The STAT3 phosphorylation was
carried out by Src kinase and PKC{ kinase participation in this
event.

2. Materials and methods
2.1. PMo sampling method

PMjo were collected on nitrocellulose filters with pore size 3 um
using a high-volume sampler at a constant flow of 1.13 m3/min
(GMW model 1200 VFC HVPM10 Sierra Andersen, Smyrna, GA,
USA). Airborne particles were collected from a residential urban
area with a strong influence from vehicular transit. Filters were
kept at 4 °C in the dark inside a desiccator before particle removal,
as previously described (Alfaro-Moreno et al., 2009; Chirino et al.,
2015). Particles were stored in endotoxin-free glass containers
under dark conditions at 4 °C until further use (Chirino et al., 2010;
Sanchez-Perez et al., 2009), and the PM;o composition was previ-
ously described (Chirino et al., 2015).

2.2. Cell culture

The human pulmonary epithelial carcinoma-derived A549 lung
epithelial cells were obtained from American Type Culture Collec-
tion (ATCC, Rockville, MD, USA). Cells were cultured on F12 Kaighn's
medium (GIBCO Life Technologies, #21127-022) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS; GIBCO Life Technologies,
#16000-044) at 37 °C and 5% CO, atmosphere. PMjo exposure as-
says were performed on 80% cell confluence cultures exposed to
various concentrations of PM;g in FBS-free culture media.

2.3. Crystal violet assay

Crystal violet staining (Kueng et al., 1989) was used to assess the
proportion of adherent cells after PM1g exposure. Lung epithelial
A549 cells were plated at 1 x 10 cells/well on 96-well plates. After
reaching 80% confluence, cells were exposed to 5, 10, and 20 pg/cm?
of PMyg for 24 h; unexposed cells were used as the control (Ct).
After treatment, cells were rinsed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) and fixed with paraformaldehyde 4% (w/v) for
24 h at 4 °C. Subsequently, cells were incubated with 100 pl of 0.1%
(v/v) crystal violet dye for 10 min under gentle agitation. Plates
were rinsed, dried, and then incubated with 50 pl of 33% (v/v) acetic
acid for 10 min to assess absorbance under a spectrophotometer
(Tecan GENios Plus) at a wavelength of 570 nm. Results were
expressed as the percentage of adherent cells compared to control
treatment.

2.4. Experimental design for PMyo exposure

A549 cells (7.5 x 10° cells/well) were seeded in 6-well plates
and after reaching 80% confluence, we carried out a temporal
evaluation (0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 h) of cell responses to a
sub-lethal PMyo concentration of 10 pg/cm?. In fact, a 10 pg/cm?
concentration could mimic a five day exposure of particles
(Ferecatu et al., 2010; Li et al., 2003) and this concentration has
been previously used for studies related to PMyq in vitro exposure
(Chirino et al., 2010; Ferecatu et al., 2010; Sanchez-Perez et al.,
2014; Soberanes et al., 2006). To assess the role of the STAT3
pathway in the induction of p21Wafl/GP1 cel| cultures were pre-
incubated with various pharmacological inhibitors as follows: a)
10 uM Src inhibitor SU6656 (Sigma Aldrich, S9692) was added
30 min before PM;g exposure; b) 0.5 pM PKC{ inhibitor (Santa Cruz
Biotechnology, sc-3098) was added 30 min before PM1g exposure;
and c) 40 uM pSTAT3-Y705 inhibitor Stattic V (Calbiochem, 573099)
was added 1 h before PMg exposure. The PM1p exposure in cell
cultures induced a fast response as a consequence of its internali-
zation and some of the PM19 components have immediate effects.
For this reason, in this work, we selected pharmacological in-
hibitors that cause a rapid inhibition after, at least, 30 min of pre-
treatment (Gayen et al., 2009; Spitzner et al., 2014b). The main
concern for our experimental design is the fact that siRNA or
another molecular silencing needs to be performed at least 24 h
before the experiments (Liu et al., 2009), meaning that cell culture
would have an entire cell cycle with a deficit in STAT3, which could
overstate the effects of PMjp exposure. All experiments were
independently performed three times.

2.5. Protein isolation and western blot

After treatment, cells were rinsed three times with PBS and
incubated with lysis buffer containing Tris 20 mM, NP-40 1% (v/v)
and NaCl 150 mM, pH 8.0, supplemented with a protease inhibitor
(Complete, Roche Applied Science, #11697498001) and a phos-
phatase  inhibitor = (PhosStop, Roche  Applied Science,
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#04906845001). Cell lysate suspensions were centrifuged at
15,000g for 5 min at 4 °C, and protein supernatant was stored
at —80 °C until analysis. Protein quantification was determined by
bicinchoninic acid assay (Smith et al., 1985). Thirty micrograms of
protein were loaded into SDS-polyacrylamide gels (12%) and elec-
trophoresed at 120 V for 1.5 h. Electrophoresed proteins were
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (GE
Healthcare, 10600023) by a semi-dry transfer system (Bio-Rad)
using 5% non-fat milk (w/v) in TBS-0.1% Tween-20 at room tem-
perature for 1 h. Then, membranes were incubated overnight at
4 °C on a shaker set at low speed with primary antibodies: anti-
pSrc-Y418 (Invitrogen, #44660G), anti-Src (Invitrogen, #44656G),
anti-pPKC{-T410 (Cell Signaling, #9378), anti-PKC{ (Cell Signaling,
#9368), anti-pSTAT3-Y705 (Cell Signaling, #4113), anti-pSTAT3-
S727 (Cell Signaling, #9134), anti-STAT3 (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-483), anti-pEGFR-Y845 (Enzo Life Sciences, BMIL-SA344),
anti-EGFR (Cell Signaling, #2232), anti-p21Waf/CP1 (Millipore, #05-
345), anti-pERK1/2-T202 (Millipore, #05797), anti-ERK (Millipore,
#06-182), and anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, sc-32233).
GAPDH was used as a loading control. The secondary antibodies
used in this work were horseradish peroxidase-conjugated, anti-
rabbit (Amersham, NA931V), and anti-mouse (Amersham,
NA934V), which were added and incubated for 1 h at room tem-
perature. Positive signal were detected by a chemiluminescent kit
(Millipore, WBKLS0100) and visualized on a Gel Logic 1500 Imaging
System. Densitometry analysis was determined by using Kodak
Molecular Imaging software in at least three independent assays
and it was calculated as the amount of phosphorylated protein
normalized to the total content of each kinase.

2.6. Immunoprecipitation assay

Cell lysates (1 mg of protein) from cells exposed to PMyq for 2
and 3 h were incubated with Preclearing Matrix A-Rabbit (Santa
Cruz Biotechnology, sc-45052) for 1 h at 4 °C and placed on a shaker
at low-speed rotation and then subjected to centrifugation at 800g
for 5 min at 4 °C. The supernatant was incubated overnight with
anti-Src, anti-PKC{ antibodies, and Protein A/G Plus-Agarose bead
(Santa Cruz Biotechnology, sc-2003) at 4 °C on a shaker set on low-
speed rotation. We use a non-specific antibody as blank Normal
Goat IgG Control (R&D systems, #Cat. AB-108C) for the IP assay. The
immune complexes were collected and centrifuged at 800g for
5 min at 4 °C and then washed three times with lysis buffer under
the same centrifugation conditions. The resulting pellet was elec-
trophoresed on SDS-polyacrylamide gels (12%) and proteins were
transferred onto a PVDF membrane by using a semi-dry transfer
system (Bio-Rad). Membranes were blocked with 5% of non-fat
milk, TBS-0.1% Tween-20 at room temperature for 1 h. Mem-
branes were incubated overnight at 4 °C on a shaker set at low
speed with pSTAT3-Y705 and pSTAT3-S727 primary antibodies.
Secondary antibodies were horseradish peroxidase-conjugated,
and visualization was performed as previously described in pro-
tein isolation and Western blot subsection.

2.7. Cell cycle and apoptosis assay

A549 cells (7.5 x 10° cells/well) were seeded in 6-well plates
and after reaching 80% confluence, cells were pre-incubated with
Stattic V 40 uM 1 h before exposure to 10 pg/cm?® PMyo. After
treatment, cell suspensions were obtained by mechanical dissoci-
ation in PBS containing 1 mM EDTA. Cell cycle analysis was per-
formed using propidium iodide staining as reported before
(Sanchez-Perez et al., 2014). Briefly, cells were collected and
centrifuged at 1000g for 5 min and fixed with 70% ethanol
at —20 °C. Samples were incubated with RNase A (30 pug/ml DNase-

free) for 10 min at room temperature, and then samples were
incubated with 80 pl of propidium iodide (150 pg/ml) for 15 min at
4 °C while protected from light. Cell cycle analysis was assessed by
flow cytometry (BD FACS Canto II, USA) acquiring 20,000 events
that were then analyzed by ModFit software. Apoptosis was eval-
uated by staining cells with Annexin V-fluorescein isothiocyanate
(FITC) and propidium iodide (Annexin-V-FLUOS Staining kit, Roche
Applied Science), following the manufacturer's instructions. Briefly,
cells were collected and centrifuged at 200g for 5 min. Then cells
were re-suspended in 100 ul incubation buffer containing 2 pl of
Annexin-V-FLUOS and 2 ul propidium iodide for 15 min at room
temperature. Annexin-V binding was evaluated by flow cytometry
(BD FACS Canto II, USA) acquiring 20,000 events and analyzed by
FACSDiva software.

2.8. Statistical analysis

Data are presented as mean =+ standard deviation (SD) from
three independent experiments and analyzed by GraphPad soft-
ware using Prism Program version 5 by one-way analysis of vari-
ance followed by multiple comparisons according to Bonferroni. A
value of p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Percentage of adherent cells was unaffected after PMjo
exposure

PM; exposure to 5, 10, and 20 pg/cm? did not induce changes in
the quantification of adherent cells (Table 1), and 10 pg/cm? was
selected as an intermediate concentration at which the percentage
of cells is unaffected after treatment, which was also previously
reported (Chirino et al., 2010; Ferecatu et al., 2010; Sanchez-Perez
et al, 2009, 2014). In addition, previous studies have reported
that a concentration of 10 pg/cm? could mimic a five-day exposure
to particles in humans (Ferecatu et al., 2010; Li et al.,, 2003).

3.2. PMjy induced STAT3 phosphorylation at Y705 and S727

Time-course phosphorylation of STAT3 in Y705 (pSTAT3-Y705)
showed that during the first hour of exposure to PMyg, the pSTAT3-
Y705 had a pattern of protein dephosphorylation compared to the
unexposed cells (Ct), and after 2 h of exposure, a phosphorylated
pattern was shown with a 2.2-fold of increase in pSTAT3-Y705,
which was maintained until 24 h of exposure to PMjg (Fig. 1A;
p < 0.05 vs. Ct).

On the other hand, STAT3 phosphorylation in S727 (pSTAT3-
S727) remained at basal levels during the first 2 h of PMyg expo-
sure; however, its phosphorylation increased gradually from a 2-
fold to a 2.3-fold increase after 3 h of PMjg exposure and until
24 h (Fig. 1B; p < 0.05 vs. Ct of 3 h and p < 0.001 vs. Ct of 24 h vs. Ct,
respectively).

Table 1
Quantification of lung epithelial A549 cells exposed to PMj.

PMjo (ng/cm?)

Ct 5 10 20
100 102.9 + 5.54 102.8 + 5.94 103.7 + 5.07

PM;: Particulate matter with an aerodynamic diameter < 10 um. Control cells (Ct).
The data represent the mean + SD. n = 3.
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Fig. 1. Time course of STAT3-Y705 and STAT3-5727 phosphorylation induced by PM;o, The activation of STAT3 was evaluated in A549 cells following exposure to 10 pg/cm? PM;o
(particulate matter with aerodynamic diameter < 10 um) at different times: 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 h (A) pSTAT3-Y705 and (B) pSTAT3-S727. Representative Western blot

(upper panels) and densitometric (bottom panels) analysis of expression. Data are presented as mean + SD of three independent experiments. Ct: unexposed cells. *p < 0.05 vs. Ct,
**p < 0.001 vs. Ct, ***p < 0.0001 vs. Ct.

(A)
801 *
—T
® — ) T
2 60" [ Go-G1
& M s
j=2) e
g “ B G2-M
8
3 20-
) s
0 T T 5 T
ct PM,, Stattic Stattic
PMy,
(B)
401
&
F 301 -
@
8 201
< 104
ole==— [ 1 . L1
Ct PM,, Stenic Stattic
PM,,

Fig. 2. Cell cycle distribution and apoptosis induced by PM;o. A549 cells were exposed to 10 pg/cm? of PM;q (particulate matter with aerodynamic diameter < 10 pm), with or
without Stattic V inhibitor (Stattic 40 uM, 1 h pretreatment). (A) Cell cycle analysis was done using the propidium iodide assay, and (B) apoptosis was evaluated by annexin V
staining; both were assessed by flow cytometry. The values represent the mean + SD of three independent experiments. Ct: unexposed cells. *p < 0.05 vs. Ct; “p < 0.0001 vs. PMyq.
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3.3. PMjy induced GO-G1 cell cycle arrest and STAT3 prevented
apoptosis

PM;o exposure induced a 7.4% increase in the GO-G1 phase
compared to unexposed cells (Fig. 2A; p < 0.05 vs. Ct). The inhibi-
tion of STAT3 phosphorylation led to a 28.8% increase in apoptosis
(Fig. 2B; p < 0.0001 vs. Ct).

3.4. PMjp-induced Src mediates pSTAT3-Y705 levels

Levels of kinases associated with STAT3 phosphorylation after
PMjg exposure were analyzed, and we found that the phosphory-
lation of EGFR in Y845 (pEGFR-Y845), a transmembranal tyrosine
kinase involved in STAT3 phosphorylation, was unmodified
(Fig. 3A). Then, we assessed the activation of Src kinase and
observed a 2-fold of increase in Src phosphorylation in Y418 residue
(pSrc-Y418) compared to unexposed cells (p < 0.05) after 15 min of
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PMyg exposure. The phosphorylated state was maintained for the
24 h duration of the experiment (Fig. 3B; p < 0.0001 vs. Ct). In order
to determine whether Src phosphorylates STAT3 in Y705, cell cul-
tures were incubated for 2 h with Src inhibitor (SU6656, 10 uM)
before PMjp exposure. Src kinase inhibition prevented the STAT3-
Y705 phosphorylation induced by PM;jq exposure (Fig. 3C;
p < 0.0001 vs. PMyp). The interaction between pSrc-Y418 and
PSTAT3-Y705 proteins was detected after 2 h of PMjy exposure
(Fig. 3D), time which represents the significant increase in pSTAT3-
Y705 phosphorylation after PMg exposure.

3.5. PMyg induced ERK1/2 and PKCZ, but PKC{ mediates STAT3
phosphorylation at S727

Levels of kinases associated to STAT3 phosphorylation in S727

residue were evaluated after PMg exposure. After 0.25 h of expo-
sure, PMjg induced a rapid 3.8-fold increase in ERK1/2
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Fig. 3. EGFR and Src kinase roles for STAT3-Y705 phosphorylation by PM;o exposure. Time course of (A) pEGFR-Y845 and (B) pSrc-Y418 phosphorylation after 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12,
and 24 h of PM (particulate matter with aerodynamic diameter < 10 pm) exposure (10 pg/cm?) in A549 cells. Representative Western blot (upper panel) using glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) as loading control. Densitometric analysis is presented as mean + SD of three independent experiments (*p < 0.05 vs. Ct, **p < 0.001 vs. Ct,
***p < 0.0001 vs. Ct). (C) Effect of Src inhibition using SU6656 (10 pM) 30 min before PM;o exposure on pSTAT3-Y705 expression. Representative Western blot of pSTAT3-Y705
expression after Src inhibition using GAPDH as loading control and densitometric analysis is presented as mean + SD (***p < 0.0001 vs. Ct, *p < 0.0001 vs. PMo). (D) Interaction
between Src and pSTAT3-Y705 detected by immunoprecipitation assay after 2 h of PM;o exposure. Ct: unexposed cells; IP: Immunoprecipitation; IB: immunoblot.
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(B)

time (h) Ct 0.080.1602505 1 2 3 6 12 24

GAPDH w p— -

5- *k
= *
JJVJ‘:C:’ 4_ * * * . %
* *
¢s
~ 2 31
S o
T 0
o
YE 2
£e
[s¥e] 11
O
Nl
[V T
Ct 0.080.160.2505 1 2 3 6 12 24
Time of exposure (h)
PM,,
Ct 3h lgG

IP: PKCZ

IB : pPKCZ-T410
e oo e—

Lysate STAT3

Lysate PKC{

PERK1/2 expression after 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24 h, and (B) pPKC{-T410 expression after

0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6,12, and 24 h of PMj (particulate matter with aerodynamic diameter < 10 um) exposure (10 pug/cm?) in A549 cells. Representative Western blot using
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as loading control and densitometric analysis presented as mean + SD (*p < 0.05 vs. Ct, **p < 0.001 vs. Ct, ***p < 0.0001 vs.
Ct). (C) Effect of inhibition of PKC{ on pSTAT3-5727 expression using PKC{ inhibitor (I-PKCZ, 0.5 uM) after 3 h of PMq (10 pg/cm?) exposure. Cells were incubated for 30 min with I-
PKC¢ before PM;o exposure. Data are represented as mean + SD of three independent experiments (***p < 0.0001 vs. Ct, *p < 0.0001 vs. PMyq). (D) Representative interaction
between PKCY{ and pSTAT3-S727 detected by immunoprecipitation assay after 3 h of PM;o exposure. Ct: unexposed cells; IP: Immunoprecipitation; IB: immunoblot.

phosphorylation at T202 (pERK1/2-T202, p < 0.0001 vs. Ct), which
declined to basal levels after 0.5 h and was upregulated again after
12 h of PMyg exposure and sustained for the duration of the 24-h
exposure (Fig. 4A; p < 0.05 vs. Ct).

The role of PKC{ phosphorylation in T410 (pPKC¢-T410), a Thr/
Ser kinase that phosphorylates STAT3 at S727, was evaluated. After
0.08 h of exposure, PMyg induced a 3.3-fold activation (compared to
Ct) of pPKC(-T410 (Fig. 4B; p < 0.05 vs. Ct) that was maintained for
the duration of the 24 h of exposure to PMyq (Fig. 4B; p < 0.001 vs.
Ct). The inhibition of PKC{ with 0.5 uM of PKC{ inhibitor induced a
significant decrease in the phosphorylation of pSTAT3-S727
(Fig. 4C; p < 0.0001 vs. PMyp). We showed the interaction between
PKCY and pSTAT3-S727 with immunoprecipitation assay at 3 h of
PMjg exposure (Fig. 4D), which represents the increase in pSTAT3
phosphorylation in S727 residue after PM;o exposure.

3.6. PMj induced an increase in p21W”f 1/Cip1 expression mediated

by STAT3 phosphorylation through of PKC{ and Src kinases

Expression p21Wafl/GiP1 wags evaluated after exposure to 10 g/
cm? PMyo for 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 h. The expression
increased had a 2-fold increase after 6 h (Fig. 5A; p < 0.05 vs. Ct),
and this upregulation was maintained until 24 h (Fig. 5A; p < 0.001
vs. Ct). On the other hand, in this work we confirm that the PMjg
induce cytoplasmic retention of p21Wafl/CiP1 3¢t 24 h (Sanchez-Perez
et al., 2014). In addition we found since 6 h occurs this event and
Static prevent this retention (Fig. 1SA and 1SB; Supplementary
Material).

To determine whether activation of pSTAT3-Y705 induced by
PMjg had an influence on p21Waf/GP1 hSTAT3-Y705 was repressed
by Stattic V inhibitor, which showed a downregulation of p21*a!/
Cip1 expression (Fig. 5B; p < 0.05 vs. PMyg). Then, Src kinase, which
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Fig. 5. Evaluation of p21W2f!/CP! expression mediated by STAT3 phosphorylation. (A) Time course of p21"#f/PT expression after 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6,12, and 24 h of PMyo (particulate
matter with aerodynamic diameter < 10 pm) exposure (10 pg/cm?) in A549 cells. Representative Western blot using glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as
loading control (*p < 0.05 vs. Ct, **p < 0.001 vs. Ct). Effect of (B) STAT3 inhibition, (C) Src inhibition, and (D) PKC inhibition on p21Wf//CP1 expression after PM;o exposure for 24 h in
A549 cells. STAT3 was inhibited by Stattic V (Stattic 40 pM, 1 h before exposure); Src kinase was inhibited by SU6656 (10 1M, 30 min before exposure), and the PKC{ inhibition with
PKC{ inhibitor (I-PKC{ 0.5 pM, 30 min before exposure). The values represent the mean + SD of three independent experiments. Ct: unexposed cells. *p < 0.05 vs. Ct, **p < 0.001 vs.
Ct, ***p < 0.0001 vs. Ct, *p < 0.05 vs. PM;g, #p < 0.0001 vs. PMq.



E. Reyes-Zarate et al. / Environmental Pollution 214 (2016) 646—656 653

is also involved in STAT3-Y705 phosphorylation, was inhibited by
SU6656, a selective Src family kinase inhibitor, and p21Waf/Cip1
expression induced by PMyg was decreased (Fig. 5C; p < 0.05 vs.
PMjp). In addition, PKC{ inhibitor prevented PKC{ kinase activity,
which is responsible for pSTAT3-S727 phosphorylation, and the
induction of p21Wafl/CiP1 ey pression associated with PM;q exposure
was prevented (Fig. 5D; p < 0.0001 vs. PMjp).

4. Discussion

Particulate matter is considered a carcinogenic material for
humans, according to the International Agency for Research in
Cancer (IARC, 2013; Loomis et al., 2013) and is considered a risk
factor for the development of lung cancer and other malignancies
in humans. The carcinogenic process induced by PMig exposure is
not completely understood yet, but in vitro evidence suggests that
concentrations between 10 and 160 pg/cm? have no impact on cell
viability (Alfaro-Moreno et al., 2009; Sanchez-Perez et al., 2009)
although those concentrations induce DNA damage (Sevastyanova
et al, 2008; Soberanes et al., 2006; Topinka et al., 2000) and
oxidative stress (Chirino et al., 2010; Li et al., 1996; MacNee and
Donaldson, 2003; Prahalad et al., 2001).

On the other hand, a concentration of 10 pg/cm? PM;o, which
was used in this study, can be compared to five-day human PMjg
exposure (Ferecatu et al., 2010; Li et al., 2003), which feasibly
suggests that exposed humans might develop some alterations
without evident toxicity. The intriguing finding that PMo induces
in vitro DNA damage with no cytotoxicity, alterations in cell cycle
progression, or apoptosis, need to be addressed to clarify whether
PM1p modulates these responses in exposed cells, as they are key
processes so their alteration lead to an abnormal phenotype.
Among important signaling pathways, p21Wafl/CiP js 3 key protein
in cell cycle arrest modulation after DNA damage (Dutto et al.,
2015), and it is upregulated in several tumors (Hawthorne et al.,
2009; Roninson, 2002). We have demonstrated that PM;g induced
overexpression of p21Wall/CP1 (Sanchez-Perez et al., 2014); how-
ever, the mechanism involved in p21W2f!/CiP1 pM-related induction
is unknown. STAT3 is a transcription factor of p21V2f/CP1 (Bowman
et al, 2000; Cao et al, 2010; Coqueret and Gascan, 2000;
Hawthorne et al., 2009), and we found that STAT3 phosphoryla-
tion at Y705 and S727 was involved in the p21Waf/CPT induction by
PMjp exposure in lung cells, as well as the cytoplasmic stabilization
(supplementary material). These results suggest that the cells
exposed to PMg had DNA damage, which was associated with cell
cycle GO-G1 arrest. In addition, STAT3 activation could prevent
apoptosis and this event conferred cell survival, as it has been re-
ported (Bowman et al., 2000; Spitzner et al., 2014a; Yu et al., 2009).

In this study, we report that PM1g exposure induced an increase
of GO-G1 cell cycle arrest, and we did not previously find this GO-G1
accumulation (Sanchez-Perez et al., 2014). However, the PMjp used
in the current study were collected in posteriors years. Since the
effects of PMyg are directly attributed to its composition, we suggest
that the PMyg used in this work are able to induce a slight—but
statistically different—increase in GO-G1 accumulation. Indeed, the
composition of PMyg collected from every year become different
since it is derived from the varying anthropogenic activities of each
city. For example, PMjp collected from different cities in Korea
showed higher contents of metals over 22 years (Kim et al., 2016).
Similarly, in PMjg collected from Mexico City in 2006 and 2009
were seen to have a gain in metals such as Fe and Cu (Guerra et al.,
2013; Mugica et al., 2009).

In addition, the chemical PM composition has impact on the
cellular effects as has been previously demonstrated in the study
conducted by Steenhof and colleagues in the Netherlands, in which
PMo sampled from a “stop and go traffic” had low content of

metals such as copper, iron, nickel, vanadium and zinc and also
lower levels of PAH compared with PMyo sampled from an “un-
derground train station”. Precisely, the amount of cupper, iron,
nickel, vanadium and zinc of the underground train station was 90,
19, 5, 2, and 240 times higher, respectively, compared with stop and
go traffic samples. The amount of PAH was 4.5 times higher in
samples collected from the underground train station compared
with stop and go traffic. Then, PM1g sampled from the “stop and go
traffic” had no effect on the cell viability of macrophages when cells
were exposed to 100 ug/ml while underground train station PMyq
decreased this measurement under same concentration exposure
(Steenhof et al., 2011). The release of TNF-a, IL-6 and MIP-2 was
higher in macrophages exposed to PM derived from underground
train station than macrophages exposed to stop and go traffic,
suggesting a higher pro-inflammatory potential.

STAT3 phosphorylation can occur by EGFR, however, we deter-
mined that EGFR is not involved in the pathway activated after
PM;o exposure. We explored EGFR phosphorylation because iso-
lated diesel exhaust particles (DEPs) induce STAT3 activation
through EGFR (Cao et al., 2007). Although PM;g contains DEPs
(Kafoury and Kelley, 2005), but our findings suggest that the
amount of DEPs contained in PMjg is not sufficient to induce EGFR
phosphorylation.

We found phosphorylated Src kinase in the early stages after
PMjp exposure and a complete reversion of pSTAT3-Y705 induction
when Src kinase phosphorylation was inhibited, suggesting that
this kinase is responsible for STAT3 phosphorylation induced after
PMjp exposure. On the other hand, the inhibition of pSTAT3-Y705
that we observed in the first hour of exposure might be associated
with the activation of phosphatases, such as protein tyrosine
phosphatase receptor T (PTPRT), also known as PTPp, and SH2
domain-containing phosphatasel (SHP1) and 2 (SHP2), respec-
tively (He et al., 2014; Zhang et al., 2007). We also found a differ-
ential response of pERK1/2, which is rapidly activated after PMg
exposure and repressed after 12 h of exposure to be induced again.
ERK1/2 dephosphorylation could be associated with PP2A threo-
nine/serine phosphatase activity (Kawahara et al., 2013), but this
rapid burst followed by lower activity has previously been
described for ERK1/2 (Meloche and Pouyssegur, 2007). The
decreased and increased phosphorylation induced by PMjg expo-
sure in pSTAT-Y705 and pERK1/2 could suggest that phosphatases
might be activated as an immediate response against PMg damage
and then later inhibited. In this regard, some metals, such as va-
nadium or cadmium, inhibit tyrosine and serine/threonine phos-
phatase (Pan et al., 2013; Samet et al., 1997), and those metals are
contained in PMjy (Englert, 2004; Guastadisegni et al., 2010;
Manzano-Leén et al., 2013).

On the other hand, PKCY is also rapidly activated but sustained
after 5 min and after 24 h of exposure. The immediate activation of
PKC{ could have an important impact on cells exposed to PMjg,
because this kinase modulates inflammation and survival pathway,
differentiation, development, and tumor progression, and it is
activated by several cytokines, such as tumor necrosis factor o
(TNFa) and free radicals (Diaz-Meco and Moscat, 2012; Lerner-
Marmarosh et al., 2007). In this regard, inflammation is a well-
demonstrated biological response induced by PM;jg (Alfaro-
Moreno et al, 2009; Andreau et al, 2012; Li et al, 1996;
Manzano-Ledén et al., 2013; Pope and Dockery, 2006; Salcido-
Neyoy et al., 2015), which could explain, at least in part, PKC{
activation.

In this study we demonstrate some effects associated to short-
term exposure, however, long-term exposure under non-cytotoxic
conditions would be helpful to analyze the impact of PM1g on the
DNA damage. In this regard, a clonogenic assay can be used to
evaluate the capability of exposed cells to undergo unlimited cell
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division (Franken et al., 2006).

It is important to mention that even if lung epithelial A549 cells
are well-accepted for toxicological PMyg studies (Alessandria et al.,
2014; Foster et al., 1998; Gualtieri et al., 2010; Soberanes et al.,
2006; Upadhyay et al., 2003), they have a limitation since they
are a hypotriploid cell line, which is different from normal human
lung epithelial cells. In this regard, epithelial cells derived from
normal human bronchial epithelium as BEAS-2B could also helpful
to design further analyses.

In summary, in this study we found that p21Waf1/CP1 expression
and cytoplasmic retention is induced by PMg exposure in lung
epithelial cells, and this upregulation could suggest DNA damage
(Dutto et al., 2015), which indeed has been previously demon-
strated after sublethal PMg exposure (Sanchez-Perez et al., 2014).
STAT3 is a transcription factor that regulates the activity of leWAﬂ/
Gip1 (Coqueret and Gascan, 2000; Hawthorne et al., 2009) and is
associated with the inflammatory process and tumor development
(Yu et al., 2009, 2014). STAT3, Src, and PKC{ kinases are partially
responsible for p21Wa1/CP1 jnduction, as we demonstrated by its
respective inhibitors (Fig. 6 summarizes these events).

In conclusion, PMyg induces phosphorylation of STAT3 at Y705
and S727 through Src and PKC{, respectively; this event is related to
an increased p21Wafl/CiP1 expression level, inducing GO-G1 cell
cycle arrest and preventing apoptosis. PMyg is considered as an air
pollutant that plays an important role in diverse health effects, and
diverse epidemiological studies have demonstrated that exposure
to particulate matter increases the risk of lung cancer. Due to STAT3

activation contributing to cancer progression, the results of our
study warn that STAT3 signaling pathways induced by PMjg
exposure in lung epithelial cells leads to cell survival, and its acti-
vation could be a pathway that contributes to the cancer risk factor
associated with PMg exposure.
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