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Resumen

Las aeroparticulas contaminantes con un tamafio aerodinamico < 10 ym (PM+o) son
un componente de la contaminacion del aire. Se sabe que las PM afectan la salud
del ser humano y que son un factor de riesgo en el desarrollo de cancer de pulmon.
Se ha determinado que las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por
componentes de las PMy, como los metales, juegan un papel importante en los
efectos inducidos por éstas. El objetivo de este trabajo fue determinar en células
epiteliales de pulmén humano (A549) expuestas a una concentracion subletal
(10ug/cm?) de PMyo que contenian metales de transicién como Fe, Cu y Ti, la
induccién de estrés oxidante, dafio oxidante a los lipidos, las proteinas y al DNA,
las vias de respuesta por dafo al DNA vy la induccidon de senescencia; asi como
determinar la participacion del estrés oxidante mediante la utilizacion del
antioxidante Trolox (TLX). Para esto se expusieron células A549 a una
concentracion subletal (10ug/cm?) de PMqo por 24 h, se evalud la generacion de
ROS intracelular y los niveles de glutation. Para determinar la lipoperoxidacion se
evaluo la generacion de malondialdehido y la oxidacion de proteinas se evalu6 por
medio de un oxyblot. El dafio al DNA se determiné mediante la técnica de cometas.
Los cambios en los niveles y la fosforilacion de las proteinas se hizo por inmuno
reconocimiento (Western-Blot). La co-localizacién de focos de dafio a DNA se hizo
mediante inmuno-fluorescencia, la apoptosis se evalué por anexina V y la
senescencia se evaluo6 por la técnica de Senescencia Asociada a B-galactosidasa.
Para determinar la participacién de las ROS se utilizé el secuestrador de radicales
libres Trolox.

La exposicidon a las PM1o por 24 h indujo un incremento de 1.8 veces la generacién
de ROS y se observé una disminucion 60% en el contenido de glutation total. Las
PM Indujeron oxidacion de lipidos y proteinas. También disminuyeron la actividad
de las enzimas SOD (60 %) y de catalasa (40 %), se indujo rompimiento de la doble
cadena del DNA y la via de respuesta ante este dafio, estuvo mediada por la via de
la proteina ATM. ATM fosforil6 a la proteina H2A.X (yH2A.X) y se formaron focos de
dafio al DNA (ATM-yH2A.X). Debido a que la proteina 53BP1 se activo, lo que

sugiere que ésta proteina también se esta reclutando en los focos de dafio al DNA.
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La exposicion a las PMy también indujo el incremento de p53; asi como la
fosforilaciéon de p53(S15), eventos caracteristicos de dano al DNA. Las PMyg
indujeron cambios en la fosforilacion de proteinas relacionadas con la detencion del
ciclo celular, para la reparacion del DNA, tales como Chk1/Chk2 y la fosfatasa
CDC25A. A las 24 h de exposicion, no se observaron cambios en las fases del ciclo
celular, tampoco se observd apoptosis. A las 48 h se observd que
aproximadamente el 50% de las células expuestas a las PMjy presentaron un
estado de Senescencia Asociada a p-galactosidasa. La senescencia esta
relacionada con la via de respuesta de dafio al DNA mediada por ATM y la
activacién de p53; asi como por el estrés oxidante. TLX previno la mayoria de las
alteraciones observadas después de que las células fueron expuestas a las PMyj.
Las PMo indujeron dafno oxidante y dafio al DNA. La respuesta celular ante el dafio
al DNA estuvo mediada por la fosforilacion de las proteinas ATM, -yH2A. X'y 53BP1.
En este trabajo se observé que a las 24 h las PMyo inducen estrés oxidante, dafo
genotoxico y células senescentes (capaces de alterar su microambiente) y si estos
eventos se mantienen a largo plazo, podrian favorecer el desarrollo de cancer de

pulmon.
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Abstract

Exposure to urban airborne particles is associated with an increase in morbidity and
mortality. Reactive oxygen species (ROS) induced by PM4, are thought to play an
important role in the induction of adverse health effects, particularly
cardiorespiratory and cancer. In this study we describe the events triggered in A549
cells exposed to a sub-lethal concentration (10 pg/cm?) PMyo, which have been
characterized for transition metals and endotoxin content. Evaluation of intarcellular
ROS generation, glutathione levels, antioxidant enzymes activity [superoxide
dismutase (SOD) and catalase], oxidative damage, DNA double strand breaks, and
DNA-damage molecular signal from DNA double-strand breaks (yH2A.X
53BP1,ATM/ATR/Chk1/Chk2/p53), apoptosis and celular senescence was
performed. Airborne PMy, was able to induce 1.8-fold increase in ROS generation
and about a 60% glutathione decrease. Superoxide dismutase and catalase activity
was reduced in 60% and 40% respectively after PMyo exposure, in addition
lipoperoxidation and protein carbonylation were induced. Exposure to PM;o also
induced the formation of DNA doublestrand breaks, yYH2A.X generation, and 53BP1
recruitment. To protect the genome, cells activated the ATM/ATR/Chk1/Chk2/p53
pathway, however after 48 h cells turned into a senescence-like state determined by
B-galactosidase, a marker associated to senescence. The antioxidant Trolox, was
able to prevent most of the alterations caused by particulate matter exposure,
indicating the important role of ROS as a mediator of PMyg-induced genotoxicity.
The ROS, DNA damage and a microenvironment altered in senescent-like cells
could be a mechanism by which airborne particles could contribute to the risk of

lung cancer.
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INTRODUCCION.
Composicion y caracteristicas de las aeroparticulas contaminantes (PM)

Las aeroparticulas contaminantes (PM) son una mezcla compleja de particulas
suspendidas en el aire de origen natural y antropogénico, generadas por emisiones
directas de procesos de combustidon, como el uso de gasolina, diesel de autos,
quema de madera o carbdn y por procesos industriales. Las PM estan compuestas
esencialmente por suspension de polvo, tierra u otros materiales sélidos, también se
encuentran en ellas diversos elementos quimicos y metales de transicion como S,
Cl, K, Ca, Fe, Cr, Cu, Ti, V, Mn, Ni, Zn, Se y Pb. Estos elementos se han asociado a
diferentes fuentes de emision, por ejemplo: S, V y Ni se han asociado a la
combustion del petroleo; Fe, K, Ca y Ti se originan de la erosién de las rocas, y Mn,
Cu, Zn, Se, Pb, Cl y Cr, son derivados de la industriall. Las PM también contienen
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), endotoxinas (lipopolisacaridos
derivados de la pared de bacterias Gram-negativas), sales, polenes, esporas y otros
derivados de plantas, también contienen particulas de sulfatos y nitratos, que son
generadas por la conversion primaria de la emisién de 6xido de nitrégeno y azufre!?.
Las PM varian en numero, forma, superficie, area, composicién quimica, solubilidad,
origen y tamano. El tamano de las particulas se define como el punto de corte con
un 50 % de eficiencia en un didmetro aerodinamico especifico’™, y la distribucién del
tamafo de las particulas totales suspendidas en el aire es trimodal e incluye
particulas < 10 um (PMyo), finas < 2.5 um (PM25) y ultrafinas < 0.1 um (UF). Debido
a su tamano aerodinamico las aeroparticulas con un tamano aerodinamico < 10
micrometros se consideran como la fraccién inhalable capaz de penetrar a las vias

respiratorias profundas!®.



Estudios epidemiolégicos y toxicologicos de las PM

Estudios epidemiolégicos han reportado que existe una asociacion entre la
exposicion a las PM de aire de zonas urbanas y la incidencia en mortalidad y
morbilidad, debido a complicaciones cardiovasculares”®. También existen reportes
que demuestran que las PM pueden agravar los sintomas de personas con asma e
inducir efectos nocivos sobre el desarrollo pulmonar en nifios!®.

El factor de riesgo para las enfermedades respiratorias se debe a que las
PM1o, por su tamafo aerodinamico, pueden permanecer en las vias respiratorias
superiores, fosas nasales, laringe, faringe!”, e inclusive depositarse en las
bifurcaciones de los conductos alveolares!”. En el pulmoén, las PM pueden inducir
inflamacion y progresion de enfermedades obstructivas pulmonares crénicas'®®.
Ademas, la exposicidon a la contaminacion del aire durante la infancia se ha
vinculado con una reduccion del 17 % en el volumen espiratorio forzado en 1
segundo (FEV4), un 12 % de disminucién en la capacidad vital forzada (FVC) vy
disminucién del 34.7 % en el flujo espiratorio forzado (FEF)®.. En nifios con asma se
encontré disminucion en el FEV4 y mayor exhalacion de 6xido nitrico (NO), asociado
con la cercania a vias con alto transito vehicular'®. También se ha reportado que
existe un déficit anual en el FEV4 de 11 ml en nifas y 15 ml en nifios asociado a
incremento de 36.4 pyg/m* de PMo°.

En la ultima década, se ha reportado que la exposicion cronica a las PM esta
asociada con un aumento en el riesgo a desarrollar cancer de pulmon®''. En un
estudio realizado con adultos no fumadores en California, USA, se observé que
existe una asociacién por la exposicion crénica a concentraciones elevadas de PM1g
y diéxido de azufre (SO,) con el incremento en la incidencia de cancer de pulmént™!.
También se ha reportado que una parte de las muertes por cancer de pulmoén en
Europa pueden ser explicadas por la exposicion a PM!". Las investigaciones
también se han dirigido hacia el estudio de otras neoplasias y al respecto
recientemente se ha reportado que las PM estan relacionadas con el desarrollo del

cancer de la mama!™ y cancer gastricol'®. Todos estos trabajos han despertado
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gran interés en el estudio de los mecanismos celulares mediante los cuales las
particulas pueden participar en el desarrollo de estas neoplasias.

Pa comprender los mecanismos mediante los caules las PM inducen efectos
adversos en la salud del ser humano se han realizado de estudios experimentales
que han demostrado que las PM son citotdxicas, causan necrosis y apoptosis!'’'®l,
En diferentes lineas celulares se ha visto que las PM son capaces de inducir
mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
interleucinas (IL) IL1-B, IL-6, IL-8!""2% También se sabe que las PM inducen dafio al
DNA, como rompimiento en una y dos cadenas; asi como su degradacion!'®%".
Igualmente, se ha visto que las PM son capaces de inducir disfuncion del
citoesqueleto en macréfagos??. Diversos trabajos epidemioldgicos y toxicoldgicos,
también han demostrado que la composicién de las particulas juega un papel muy
importante en la toxicidad que inducen!'”"?.

Si bien, existe suficiente literatura que demuestra que las PM son un factor de
riesgo para la salud del ser humano, se conoce muy poco acerca de los
mecanismos celulares mediante los cuales inducen estos efectos. Sin embargo, hay
consenso de que el estrés oxidante juega un papel central en los efectos inducidos
por las PM®% Debido a que las PM estan compuestas de diferentes sustancias,
algunas de estas se sabe que pueden incrementar la generacion de ROS por una
variedad de reacciones como la catalisis de metales de transicion, metabolismo, el

ciclaje redox de quinonas y la inflamaciénf®*%°!

. Esta capacidad pro-oxidante apoya
fuertemente el hecho de que el estrés oxidante es un evento importante en los

efectos celulares inducidos por las PM?%°!.

Estrés oxidante y su manejo

Las especies reactivas de oxigeno incluyen: radical hidroxilo ("OH), anién
superoxido (Oy2°), y si bien, el peroxido de hidrégeno (H202) no es considerado un
radical libre, su participacion es muy importante ya que es un precursor potencial
del radical hidroxilo. Las ROS son indispensables en muchos procesos, como el

sistema de sefales intracelulares (que esta relacionado con otros procesos como la
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proliferacion celular y la apoptosis), la inmunidad, y la defensa contra
microorganismos. Un manejo inadecuado de ellas, origina estrés oxidante, que
causa graves disfunciones metabdlicas y dafio a macromoléculas biolégicas como
los lipidos, las proteinas y el DNAR"28,

Para el manejo de las especies reactivas de oxigeno, existen sistemas tanto
enzimaticos como no enzimaticos, que trabajan en conjunto para proteger a los
organismos de los riesgos del estrés oxidante®. Dentro de los sistemas
enzimaticos antioxidantes, se encuentran las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPX).

Existen cuatro enzimas SOD que catalizan la reaccién de dismutacién de los
radicales superoxido mediante su transformacién en peréxido de hidrégeno, el cual
puede ser eliminado a su vez por las enzimas catalasa o glutation peroxidada. Una
de las enzimas de SOD contiene dos atomos metalicos, uno de Cu y otro de Zn.
Las demas presentan cofactores mononucleares de Fe, Mn o Ni. En humanos
existen tres tipos de SOD: la Mn-SOD mitocondrial, la Cu/Zn-SOD citosdlica y la
SOD extracelular (EC-SOD) que también contiene en su sitio catalitico Cu y
Zn[27'28].

La catalasa, es una enzima muy eficiente en catalizar la conversion de H,O,
en H,O y O, ésta enzima consta de cuatro subunidades idénticas de 60 kDa,
dispuestas tetraédricamente y contiene cuatro grupos de ferroprotoporfirina por
molécula?”%!,

La glutation peroxidasa comparte su sustrato con la catalasa, pero ademas
puede reaccionar con lipidos y otros hidroperoxidos organicos, catalizando la
reduccion de diferentes hidroperoxidos (ROOH y H>05), usando glutation reducido
(GSH). Esta enzima consta de cuatro subunidades idénticas y cada una de ellas
contiene un residuo de selenocisteina, que es esencial para su actividad
enzimatical?’?®,

Entre los antioxidantes no enzimaticos que eliminan radicales libres se
encuentra la vitamina C y la vitamina E. La vitamina C (acido ascérbico) tiene
funciones como cofactor enzimatico. Su funcién antioxidante deriva de su

capacidad de actuar como donador de electrones y disminuye los niveles de Oy" y
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H>O,. La vitamina E (a tocoferol) actua unida a membrana y es el principal
antioxidante capaz de prevenir y bloquear la oxidacién de lipidos!?.

Estos dos sistemas enzimaticos y no enzimaticos, en muchas ocasiones
trabajan de manera cinérgica para mantener un balance en el contenido de ROS

celular.
Dano oxidante a macromoléculas

Las ROS son moléculas que rapidamente reaccionan con componentes
celulares, principalmente lipidos, proteinas y DNA.

La lipoperoxidacion es un evento que ocurre cuando existe la interaccién de
un radical libre como *OH con un acido graso, generalmente de triacilgliceroles 6
fosfoacilgliceroles, ubicados en las membranas celulares. Dicha interaccion tiene
como consecuencia la oxidacion y desestabilizacion de las membranas, por lo
tanto, la célula puede permanecer en un estado vulnerable para morir o

permanecer en estado de senescencial®”

. Cuando ocurre la lipoperoxidaciéon se
forman diversos productos, siendo el mas estudiado el malondialdehido (MDA)
debido a su capacidad pro-mutagénica, ya que puede interactuar con el DNA
formando aductos, y esta es la manera mediante la cual puede producir
mutaciones. Por otro lado, el MDA también es capaz de interactuar con proteinas,
por ejemplo en el caso de las enzimas, ésta interaccion afecta su actividad y por lo

tanto se ve afectado el funcionamiento celular®”

, por esta razon el daino a lipidos se
asocia con la etiologia de diversos padecimientos como el proceso de
envejecimiento celular, la arterosclerosis, |a artritis reumatoide y el cancer?®",

Las proteinas son otro blanco de las ROS y en ellas se han identificado
residuos de aminoacidos como la metionina, la histidina, la cisteina, la prolina, el
triptéfano, la lisina y la tirosina, que son modificados, principalmente por la
interaccidén del radical hidroxilo. La formacion de grupos carbonilo (como grupos
aldehido o cetona) en las proteinas, es el resultado de diversas reacciones
oxidativas y este evento puede alterar su conformacion, determinando la parcial o

total inactivacion de la proteina. La oxidacion de proteinas por carbonilacién ocurre
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preferencialmente en algunas proteinas, por ejemplo, en aquellas que tienen
metales, como la Cu/Zn-SOD. La carbonilacion hace que las proteinas sean mas
hidrofobicas y resistentes a la protedlisis, lo que provoca acumulacion de
proteinas®¥, y éste evento puede alterar el fucionamiento general de las células,
debido a que los agregados de proteinas carboniladas disminuye la actividad de los
proteosomas®®. La carbonilacién de proteinas es un evento que se incrementa en
enfermedades como Parkinson, Alzheimer, diabetes y cancer?.

Las especies reactivas de oxigeno también reaccionan con el DNA, oxidando
el esqueleto azucar-fosfato y las bases. La reaccion de los radicales con los
azucares conduce a la fragmentacion del enlace fosfo-diéster, lo que lleva al
rompimiento de una o dos cadenas del DNA, esto dependiendo de la severidad del
dafo. De las bases que se modifican por oxidaciéon, las mas importantes son: la
guanina que se oxida a 8-hidroxiguanina; la adenina que se oxida a 8-
hidroxiadenina; y la timina que se oxida a timina glicol. Los radicales libres,
principalmente el radical °‘OH, pueden reaccionar con la desoxirribosa,
transformandola en diferentes productos, algunos altamente mutagenos. Los
radicales libres también pueden actuar directamente sobre las bases puricas y
pirimidicas, como en el caso del doble enlace de la timina, convirtiéndola en
timinaglicol, compuesto con caracter de radical libre y que puede reaccionar con el
oxigeno para formar peroxitimina, la cual se une a moléculas adyacentes
modificando la estructura del DNA, ademas de dafar bases y formar aductos que

pueden ser la causa de diversas enfermedades como el cancer®.

Respuesta celular ante el dano al DNA.

Si bien, el dafno oxidante a lipidos y proteinas es muy importante, debido a que
el dafio a DNA esta relacionado con mutagenicidad y consecuentemente con el
desarrollo de neoplasiasi®=®, el estudio de los efectos de las PM en el DNA se
vuelve un proceso molecular importante de evaluar.

Una respuesta celular adecuada ante el daio al DNA por rompimiento en una

(SSB) y doble cadena (DSB), es fundamental para el mantenimiento de la

6



estabilidad genética y para evitar la formacion de tumores. El gen ataxia-
telangiectasia mutado (ATM), codifica para una proteina cinasa que es una de las
primeras en detectar el rompimiento en la doble cadena del DNA. Esta proteina es
responsable de desencadenar la activacion de una serie de eventos de fosforilacion
de diversas proteinas, que constituye la llamada respuesta ante dafio a DNA (DDR).
En este contexto, ATM inicia esta respuesta mediante autofosforilacion y este
evento desencadena la cascada de activacién de proteinas que revisan y reparan al
DNAP7,

La proteina ATM fosforila a la histona H2AX en la serina 139 (Ser139) en la
region C-terminal, evento que ocurre inmediatamente después de la introduccién de
DSB®®. La fosforilacién de H2A.X se conoce como yH2AX y esta fosforilacion es
una sefal esencial para el reclutamiento de numerosas proteinas que estan
involucradas en la reparacion del DNA. El reclutamiento de diversas proteinas al
sitio de dafio al DNA forma “focos de dafio”, que se caracterizan por la acumulacion
de proteinas como ATM, yH2AX, ATR y p53 en los sitios de rompimiento del
DNAP?. La proteina de unién a p53 (53BP1) tambien se recluta en los sitios de
DSB, ésta proteina se une a dominios de union del DNA de p53 e incrementa la
activacién transcripcional mediada por p53 y rapidamente co-localiza con
yH2A X" La activacién de las proteinas ATM y ATR, tiene también como
consecuencia la activacion de proteinas cinasas encargadas de la revision del ciclo
celular, como las proteinas cinasas ChK1 y ChK2. La proteina Chk1 es un elemento
clave en la via de respuesta ante dafo al DNA y juega un papel crucial en los
puntos de revisiéon del ciclo celular en G2/M, después de ser activado via ATR. Las
proteinas Chk1 y Chk2 son muy importantes en el proceso de reparacion a traves
de multiples mecanismos, por ejemplo, Chk1 es una proteina modificadora de la
cromatina que media la represion transcripcional de algunos genes y también
controla el tiempo en el que se entra a mitosis mediante la fosforilaciéon de Cdc25A,
ésta es una fosfatasa importante de la maquinaria del ciclo celular, ya que funciona
como un regulador positivo en la activacion de cinasas dependientes de ciclinas
(CDK) y regula la transicion de G1 a S y de G2 a M del ciclo celular, por lo que la
pérdida de ésta proteina impide que se activen las CDKs, lo que lleva a la
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4142l y se sabe que al final de la mitosis, los niveles de

detencion del ciclo celula
Cdc25A rapidamente disminuyen por degradaciéon por proteosomas via Chk1 y
Chk2. El papel fundamental de Chk2 es mediar diversas respuestas celulares ante
estrés genotéxico. La proteina Chk2 regula la red de vias que protegen el genoma,
coordina el ciclo celular con la reparacion del DNA y también regula la
supervivencia y la muerte celular.

ATM fosforilada, activa a p53 fosforilandola en diferentes residuos, sin
embargo, las proteinas Chk1 y Chk2 también pueden fosforilar a p53. La
fosforilacion de p53, fundamentalmente en las serinas 15 y 20 y su disociaciéon de
MDM2 (un regulador de p53) favorecen la traslocacion de p53 al nucleo, donde
ejerce su funcion de activador de genes. Las proteinas Chk1 y Chk2 también
activan a la proteina 53BP1.

La via ATM/ATR, junto con las cinasas Chk1/Chk2 y la activacion de p53%°!
constituye un sistema sensor de dafio al DNA que puede inducir la detencion del
ciclo celular para dar tiempo a reparar el dafio!***°!, sin embargo, ésta via también
puede llevar a apoptosis 0 a un estado de senescencia celular, eventos que

dependen de la severidad del dafio al DNAM®!.

Senescencia celular.

Se sabe que las células normales se dividen un numero finito de veces, y a

esto se le conoce como limite de Hayflick *”®!

, 'y al proceso que limita la divisidon
celular se le conoce como senescencia replicativa. La palabra senescencia se
refiere al sentido de envejecer o disminuir la actividad celular. La senescencia
replicativa, senescencia celular y envejecimiento celular, a la fecha, se manejan

como sinénimos?

. La senescencia se limita a células capaces de tener division
mitotica y no en las células postmitéticas como las neuronas maduras o las células
de musculo®. La senescencia se refiere a células que han sufrido detencion del
ciclo celular, como resultado del acortamiento de teldbmeros que ocurre con cada
ronda del ciclo celular. Los telomeros son extensiones del DNA (5’-TTAGGG-3’) que

estan asociados a proteinas que cubren y estabilizan el extremo final de los
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cromosomas, previniendo la fusiéon de los cromosomas y la inestabilidad gendémica.
Las células senescentes permanecen vivas por largos periodos de tiempo, se
encuentran metabdlicamente activas, responden a sefales del medio ambiente y
retienen muchas caracteristicas de las células pre-senescentes, ya que ambas
expresan muchos genes en comun, algunos de los cuales siguen siendo inducibles
por estimulos externos a lo largo de todo su tiempo de su vida. Las células
senescentes se caracterizan: en primer lugar, por ser incapaces de proliferar en
respuesta a estimulos mitogénicos, ya que se encuentran detenidas en la fase
GO0/G1 del ciclo celular, y esta detencion, a diferencia de la quiescencia, es
irreversible. En segundo lugar, presentan cambios fenotipicos en su aspecto
general y alteraciones especificas en sus funciones diferenciadas. Esto ultimo es
diferente en cada caso y depende del tipo celular del que se trate.
Morfolégicamente, las células senescentes se observan como células grandes y
aplanadas, con una gran cantidad de vacuolas. Incrementan la biogénesis de sus
lisosomas y reducen su velocidad de sintesis y degradacion de proteinas. Ademas
de que se presentan cambios en la regulacién y expresién de genes especificos
como IL-6 e IL-8, y disminuyen la expresion de los inhibidores de metaloproteinasas
de tejidos 1 y 3 (TIMP-1 y TIMP-3), por lo que en lugar de generar matriz
extracelular, estan produciendo proteinas que la degradan &%,

La tercera particularidad que caracteriza a las células senescentes, es que son
resistentes a estimulos que inducen la muerte por apoptosis. EI mecanismo por el
cual se lleva a cabo esta resistencia o los factores que la promueven, aun se
desconocen, pero este hecho podria explicar porqué las células senescentes, a
pesar de estar metabdlica y fisiolégicamente alteradas se acumulan in vivo!*®°".

Durante muhos afnos se manejo a la senescencia como un mecanismo anti-
tumoral, sin embargo, recientemente se ha propuesto que la senescencia es una
arma de doble filo, ya que a la larga pueden promover la formacion de tumores,
debido a que las células senescentes pueden alterar el microambiente, por ejemplo
produciendon factores de crecimiento e induciendo proliferacion mitogénica en las
células vecinas!®?. También incrementan la produccion de metaloproteasas, lo que

puede promover el desarrollo de neoplasias, por interrumpir la comunicacion
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intracelular y jugar un papel importante en la formacion de metastasis °°. Se sabe
que los acontecimientos que inducen dafio al DNA, tales como el estrés oxidante,
también pueden tener como resultado la induccién de células senescentes®. La
senescencia puede también ser inducida por privacién de suero, exceso de glucosa,
o de otro tipo de estrés ambiental, de forma independiente del acortamiento de los

telomeros®>°°l,

Estrés oxidante y PM.

Si bien, desde hace muchos afnos se sabe que las PM inducen efectos
dafinos en la salud del ser humano, es a mediados de los 90's que se determina
que las PM4y son generadoras de radicales libres y que éstos juegan un papel
importante en la patogenicidad inducida por las PM®”. Mediante un ensayo in vitro
se demostro la relajacion del plasmido ¢X174 RF, mediante la generacion del radical
‘OH por particulas que contenian cobalto, niquel o bien titanio, efecto que no se
observé cuando se utilizaron particulas de carbono negro, particulas que se sabe no
inducen estrés oxidante. La utilizacion de N-acetilcisteina (NAC) como antioxidante,
previno la relajacion de este plasmido, lo que manifiesta la participacion de las
especies reactivas de oxigeno en estos efectos!®’. Posteriormente, mediante
ensayos con DNA desnudo (libre de proteinas) se determind que las PM de la
ciudad de México son capaces de romper el DNA solo en presencia de H,0,, dafio
que no ocurre cuando se usa un quelante de metales (deferoxamina), por lo que los
autores proponen que el dafo al DNA esta dado por el radical hidroxilo, el cual se
genera via la reaccion de Fenton mediada por los metales presentes en las
particulas?). Asi mismo, en otro estudio se determind que uno de los posibles
mecanismos de dafo inducido por las aeroparticulas son los efectos que tienen los
componentes de las mismas al interactuar con la membrana celular y producir un
ambiente generador de ROSP®!.

Existen reportes que también demuestran que las PM inducen dafio oxidante a
lipidos y proteinas. En células broncoepiteliales normales (BEAS-2B), expuestas a

particulas procedentes del valle de Utah, USA, estas indujeron lipoperoxidacion y
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este dafo se asocid con la variabilidad de metales como el cobre y el zinc
contenidos en las particulas® y con componentes organicos®. En células de
pulmén de rata, se demostré la fragmentacién del DNA vy lipoperoxidacién como
consecuencia del estrés oxidante producido por las aeroparticulas®”. En células
derivadas de un cancer de pulmon (A549), las PM4g indujeron hiper-acetilaciéon de la
histona H4 por un mecanismo dependiente del estrés oxidante!®?. En pulmones de
ratones instilados con PM se observdé una gran actividad en el promotor de
hemoxigenasa 1 (HO-1), causado por dafno oxidante inducido por las particulas
ambientales y la actividad en este promotor genera susceptibilidad para desarrollar
enfermedades pulmonares®.

Con respecto al manejo de las ROS inducidas por las PM, existen trabajos
donde se evaluaron las enzimas antioxidantes ante la exposicion a aeroparticulas.
En uno de ellos se instilaron ratas con PM+o y no observaron cambios en los niveles
de glutation, sin embargo observaron una disminucién inconsistente en la actividad

de catalasa!®

. En otro trabajo, utilizando un ensayo in Vitro, analizaron la actividad
de cuatro enzimas antioxidantes (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, glutation peroxidasa, y
glutation reductasa), éstas enzimas fueron expuestas directamente a diferentes
concentraciones de PM con diferente composicion: PM altamente toxicas (alto
contenido de metales), particulas de moderada toxicidad (metales, silicatos y
sulfatos) y particulas de baja toxicidad (principalmente silice), éstos autores
determinaron que las PM disminuyen la actividad de las cuatro enzimas, y la
magnitud en la disminucion dependio de la composicion, siendo las PM con mayor
contenido de metales las que indujeron mayor disminucién en la actividad de las
cuatro enzimas®®. Recientemente se reporté que en raspados nasales de individuos
que viven en la ciudad de México, se encuentra disminuida la expresion de la
proteina GPX, comparado con individuos de una zona no contaminada (San Andrés
Tuxtla, Veracruz, México)®®.

Estos trabajos aportan evidencia de como las PM inducen dafio oxidante a
diversas biomoléculas, sin embargo, el panorama del manejo enzimatico del estrés
oxidante inducido por PM aun se encuentra muy limitado, es por esta razén que es

importante esclarecer como se encuentran los mecanismos encargados del manejo

11



de las ROS ante la exposicion a las aeroparticulas contaminantes, por lo que es
necesario realizar mas estudios para conocer mejor estos mecaniamos. También es
importante conocer el dafo oxidante a lipidos, proteinas y DNA; asi como conocer
las vias de respuesta ante dafio al DNA, dado que el estrés oxidante y el dano al

DNA son eventos importantes en la induccion de neoplasias.
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JUSTIFICACION.

El empatar las evidencias generadas a través de estudios epidemioldgicos,
referente a que la exposicién a las PM son un factor de riesgo en el desarrollo de
diversas patologias, con las evidencias toxicolégicas, ha sido un problema
consistente que ha limitado el valor del conocimiento de ambas disciplinas. Un punto
importante es conocer como las células responden ante los efectos producidos por
exposiciones cronicas a las PM, ya que este tipo de exposiciones puede tener como
consecuencia el surgimiento del cancer asociado a la exposicion a ellas, lo cual ha
sido avalado por diversos estudios epidemioldgicos, sin embargo es muy poca la
informacion con la que se cuenta sobre los mecanismos celulares implicados en
ello. Considerando que se ha demostrado que el estrés oxidante generado por las
PM juega un papel importante en los efectos producidos, y con la finalidad de
identificar eventos que pudieran favorecer un proceso carcinogénico, el estudiar la
participacion del estrés y el dafio oxidante a biomoléculas, entre ellas el DNA; y por
las implicaciones directas que este dafo juega en un proceso carcinogénico,
determinar la via de respuesta de dafo que se desencadena, es un tema muy
importante de estudio. Esto debido a que de ello depende la respuesta celular, como
lo es la activacion de la maquinaria involucrada en identificar y reparar el dano, y las
consecuencias de su eficiencia sobre diferentes estados celulares como la
apoptosis, o la senescencia celular, eventos ligados al estrés oxidante y a
rompimientos en la doble cadena del DNA. Este trabajo contribuira a conocer
algunos eventos celulares alterados por la exposicion a PM y sus consecuencias
biolégicas permitiendo profundizar en el conocimiento de cémo las PM podrian

favorecer el desarrollo de neoplasias.
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HIPOTESIS

Las PMyo induciran estrés y dano oxidante a lipidos, proteinas y DNA en
células A549, y las vias de respuesta por dafo al DNA iran dirigidas hacia
senescencia celular. Debido a que TLX es un antioxidante, este sera capaz de

prevenir el estrés y el dafio oxidante; asi como la senescencia celular.
OBJETIVOS.
General.

Determinar si las PM;o inducen estrés oxidante, dafio oxidante a lipidos,
proteinas y al DNA en células A549, las vias de respuesta por dafo al DNA y la

inducciéon de senescencia.

Particulares.

1. Caracterizar a las PM4( (analisis elemental y determinacion de endotoxina).

2. Determinar el dafio oxidante a lipidos, proteinas y DNA en células A549
expuestas a 10 ug/cm? de PMyq por 24 h.

3. Evaluar la respuesta enzimatica antioxidante, cuantificando la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD y catalasa, en células A549 expuestas a 10
ug/cm? de PMqq por 24h .

4. Determinar la respuesta celular ante dafno por rompimiento en doble cadena
del DNA mediada por ATM, mediante transductores (ATM/ATR), efectores
(H2A.X, Chk1, Chk2, p53 y MDMZ2) y vias de reparacion ante dafio al DNA
(ATM/ATR/Chk1/Chk2/p53) en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMo.

5. Evaluar si las PMo de la ciudad de México inducen apoptosis 0 senescencia

en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PM.
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MATERIAL Y METODOS.
Recoleccién y preparacion de las aeroparticulas (PM)

Las particulas fueron colectadas en una zona comercial de la Ciudad de
México (zona comercial, con alto trafico vehicular), estacion Merced de la Red
Automatizada de Monitoreo Atmosférico del Gobierno del Distrito Federal (RAMA-
GDF), utilizando colectores de PMo de grandes volumenes (GMW modelo 1200
VFC HVPMyy; Sierra Andersen, Smyrna GA, USA), empleando filtros de nitrato de
celulosa con un poro nominal de 3 pum (Sartorius Goettingen, Germany). El
muestreo se realizé de octubre del 2004 a mayo del afio 2005 (época de secas) por
periodos de 24 h (1.13 m*min), 3 dias por semana. Los filtros se guardaron a 4°C
en un desecador antes de remover las particulas. Para obtener las PM de la
nitrocelulosa, primero se utilizd6 un cepillo de dientes eléctrico (Oral-B
AdvancePower 400, Braun, Mexico) para soltar las particulas, y luego se utilizé una
hoja quirurgica (no.11) para recoger las particulas de la superficie de la membrana.
Las particulas recuperadas de las membranas se mezclaron y se almacenaron en
viales de vidrio libres de endotoxina los cuales se guardaron a 4°C en un desecador

y se protegieron de la luz, hasta su utilizacion®”.
Analisis elemental de las aeroparticulas

El analisis del contenido de elementos en las aeroparticulas contaminantes
colectadas se hizo por emisién de rayos-X inducida por protones (PIXE). Se utilizé
como radiacion primaria un haz de protones de 2.95 MeV y los rayos-X emitidos se
colectaron con un detector LEGe. La sefal del detector se capturd y el espectro se
proceso en un analizador multicanal como se reporté previamentel'. El espectro de
emision se interpretd usando el cddigo para computadora QXAS en las instalaciones

del Instituto de Fisica de la Universidad Autonoma de México (UNAM).
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Determinacion de endotoxina

Para evaluar el contenido de la endotoxina en las PMg, se realizé un ensayo
cinético de lisados de Limulus de Amebocitos, siguiendo las especificaciones del
fabricante (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA). Se utiliz6 como estandar
endotoxina de Escherichia coli (BioWhittaker, Walkersville MD, USA). Las
concentraciones de endotoxina se expresaron como unidades de endotoxina por
miligramo de particulas (UE/mg). Las determinaciones se hicieron en el Centro de

Ciencias de la Atmosfera de la UNAM.
Cultivo celular

La linea celular A549 (células epiteliales de cancer de pulmén humano) fue
obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas VA, USA). Las
células se utilizaron entre los pases 10 y 30 a partir de la obtencién de las células de
la ATCC. El cultivo se realizé en cajas de 75 cm? (Corning) con medio de cultivo F-
12 de Kaighn (Gibco BRL, Grand Island NY, USA) complementado con 10 % de
suero fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island NY, USA). Las células se incubaron a
37°C con 5% de CO; (Nuaire CF autoflow). Para los experimentos se utilizaron

cultivos celulares semiconfluentes, libres de suero.
Preparacion de las aeroparticulas para exponer cultivos celulares

Las PM se pesaron y se esterilizaron inmediatamente antes de los
experimentos, se realizaron suspensiones de 1 mg/mL de PM en medio F-12 de

Kaighn, y de estas suspensiones se tomaron las alicuotas necesarias para alcanzar

la concentracion final de 10 ug/cm? en el cultivo celular.
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Exposicion de células a las particulas

Las células A549 en semiconfluencia fueron expuestas a 10 pg/cm? de PMyo
por 24 h. En todas las evaluaciones se utiliz6 como control de expresion basal,
células sin exponer a aeroparticulas. En paralelo a éstos experimentos y previo a la
exposicion con las PM, cultivos de células se preincubaron con 10 uM de Trolox por

10 min, y como control de TLX, se utilizaron células expuestas solo a TLX.

Citotoxicidad

La citotoxicidad se evaluo con la técnica de Cristal Violetal®®, en placas de 96
pozos. Al término de los tratamientos, las células se lavaron con PBS (pH 7.4) y se
fijaron con formaldehido al 4 % en amortiguador de fosfatos (PBS) y se dejaron 24 h
a 4°C. Después de este periodo, se lavaron las células con agua corriente y se
tineron con cristal violeta al 0.1 % en PBS por 10 min. Las placas se lavaron con
agua hasta eliminar el exceso del colorante. La extraccion del colorante de las
células adheridas se hizo agregando 50 pl de acido acético al 33 % por 10 min y las
placas se leyeron a una longitud de onda de 570 nm (Genios plus Tecan, Trading
AG, Suiza). El porcentaje de viabilidad se calculé al comparar la absorbancia de las
células expuestas con las no expuestas a particulas, considerando estas ultimas

como el 100 % de la viabilidad.

Especies reactivas de oxigeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno se evalud
espectrofotométricamente usando el 2,7-diacetato-diclorofluoresceina (DA-DCFH)
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA). Esta molécula difunde a través de la membrana e
interacciona con las ROS intracelulares, generando una molécula fluorescente. Los
experimentos se hicieron en placas de 96 pozos cuando las células se encontraban

en semiconfluencia. Después de 24 h de incubacidn con cada uno de los
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tratamientos (PM1, TLX-PMyg), las células se incubaron con 10 yM de DA-DCFH
por 30 min. La fluorescencia se evalué en un lector de placas (Genios plus Tecan
Trading AG, Suiza) con filtros de excitacion de 480 nm y de emision de 515 nm. Los
pozos que contenian sélo células y DA-DCFH y pozos con PMqy y DA-DCFH, se
utilizaron como controles de fluorescencia basal y oxidacion de DA-DCFH por las
PM. Los resultados fueron reportados como unidades arbitrarias de fluorescencia
(UF) X10° células.

Contenido de glutation total

La evaluacion del glutation total se hizo con un ensayo comercial (Calbiochem
354103). Después de 24 h de exposicion a 10 pg/cm? de PMq las células fueron
cosechadas y colectadas por centrifugacion (2000 g por 5 min). Las células fueron
homogenizadas en amortiguador frio (MES 50 mM, pH 7.0, mas 1 mM de EDTA). El
homogenizado fue centrifugado y se colecté el sobrenadante. Las muestras fueron
desproteinadas afadiendo acido metafosférico (Sigma M6288) para evitar
interferencia de los grupos sulfhidrilo de las proteinas. Las muestras fueron
guardadas a -20°C hasta su utilizacion. Cincuenta microlitros de las muestras fueron
afiadidos a una placa de 96 pozos y se les agregd 150 yL de una mezcla con los
siguientes reactivos contenidos en el estuche del ensayo: 11.25 mL de amortiguador
MES, 0.45 mL de mezcla de cofactor, 2.1 mL de la mezcla de enzima, 2.3 mL de
agua y 0.45 mL de DTNB. El contenido del GSH total se cuantificé utilizando un
lector de placas a 405 nm (Genios™ plus, Tecan Trading AG, Switzerland). Se

utilizé una curva estandar de GSH y se reporté como uM de GSH.
Actividad de SOD total y de catalasa

La actividad de SOD total se midi6 con un ensayo comercial (Calbiochem
574600). Después de exponer las células a 10 pg/cm? de PMyq, se lisaron con el
reactivo de extraccion proporcionado en el estuche del ensayo. A 20 ug de proteina

se le afiadio la solucion amortiguadora (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol, 50 mM,
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conteniendo 3.3 mM de acido bérico y 0.11 mM DTPA, pH= 8.8), se agregé el
reactivo 2 (1,4,6-trimetil-2-vinilpiridina trifluorometasulfanato, 33.3 mM, en 1mM de
HCIl) y se incubd durante 1 min a 37°C, se agregd el reactivo 1 (5,6,6a,11b-
tetrahidro-3,910-trihidroxibenzofluoreno, 0.66 mM, en 3.2 mM de HCI conteniendo
0.5 mM de acido dietilentriamin pentacético DTPA y 25% etanol). Las muestras se
leyeron durante 1 min en un espectrofotometro (Beckman DU® 650) a 525 nm.
Para determinar la relacibn de unidades de SOD y el tiempo de reaccidn
enzimatica, se realizé una prueba de cuatro blancos. Los resultados se reportan en
unidades de actividad de SOD/mg de proteina.

La actividad de catalasa se realizd segun la técnica de Beers'®, la cual se
basa en la degradacién de H,O, a H,O por la enzima catalasa. Después de la
exposicion a PMy, se lisaron las células con amortiguador de lisis (Triton-100 1%,
0.1 M NazHPOQO,). La actividad de catalasa se evalué utilizando 20 ug de proteina en
100 pL y se ajusté a 3 mL con amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7.0 a
25°C, como substrato para la catalasa se agregé H,O; a una concentracion final de
0.033 %. Se midio el tiempo en el cual disminuye la lectura de 0.550 nm a 0.520 nm
a una longitud de onda de 240 nm (Beckman DU® 650), esto debido a la
degradacion de H»O,. Como control se utilizaron 50 unidades de catalasa (Sigma
EC 1.11.1.6). Los datos se presentan como la relacion de unidades de actividad por

microgramo de proteina.
Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se determind por la evaluacion de la formacién de
malondialdehido (MDA) y se hizo con un ensayo colorimétrico (Calbiochem, San
Diego CA, USA). Después de la exposicion a las PM, las células se lavaron dos
veces con PBS, se lisaron con amortiguador (Tris 10 mM, PMSF 10 mM y NaCl 150
mM, pH 7.4) y se cuantifico la proteina mediante acido bicinconinico!’®. Se usaron
80 ug de proteina que se mezclaron con N-metil 2 fenilindol acetonitrilo y se le
agrego acido metanosulfénico, incubando la mezcla a 45°C por 1 h. El contenido de

MDA se determiné a una longitud de onda de 586 nm en un lector de placas
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(Genios plus Tecan Trading AG, Switzerland), con base en una cuerva estandar de
MDA que se hizo en cada uno de los experimentos. Los resultados son el promedio
de tres experimentos independientes y se presentan como nmolas de MDA/mg de

proteina.

Oxidacion de proteinas

La oxidacion de proteinas se hizo mediante la evaluacién de grupos carbonilos
y para esto se utilizd el ensayo comercial Oxyblot (Chemicon, Temecula CA, USA).
Después de la exposicion a las PM, las células fueron lisadas con amortiguador (tris
10 mM, pH 8; NaCl 150 mM y 1 % de NP-40) y se realizd la cuantificacion de
proteina mediante acido bicinconinico. Posteriormente a 15 ug de proteina de cada
uno de los experimentos se les agreg6 5 pyL de SDS al 12 %, 10 pL de
dinitrofenilhidrazina (DNPH), y 10 pL de solucidn neutralizante para detener la
reaccion. Las proteinas derivatizadas se separaron en un gel de acrilamida al 12 %
en un moédulo de electroforesis (Bio- Rad Mini Protean 3 cell) con buffer de corrida
(Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% pH. 8.3) a 170 Volts. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa en una camara de
transferencia semiseca (Bio-Rad Trans-Blot SD) con buffer de transferencia (Tris 25
mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH 8.3), durante 45 minutos a 12 Volts.
Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con 1 % de albumina sérica
bovina (BSA) en PBS-Tween (PBS-T) durante 1 h, posteriormente se incubé con el
anticuerpo anti-DNP (Dilucién 1:100 en PBS-T con 1 % de BSA) por 1 h. Después
de la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron tres lavados con PBS-T y
se incubé con un anticuerpo secundario anti-conejo (Horseradish peroxidase-
conjugated) dilucion 1:300 en PBS-T, proporcionado en el estuche del ensayo. El
revelado de la inmunoreaccién se hizo mediante quimioluminiscencia utilizando el
ensayo de ECL-PLUS (Amersham RPN 2132).
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Dano a DNA

El dafo al DNA se evaludé con un ensayo comercial para cometas (Trevigen,
4250-050-K) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Después de 24 h de
exposicion a las aeroparticulas, la células fueron cosechadas, centrifugadas a 2000
g por 5 min, y 1X10° células fueron resuspendidas en agarosa de bajo punto de
fusion al 1 % y las muestras fueron colocadas en portaobjetos pretratados,
proporcionados en el estuche del ensayo. Los nucleos fueron tratados por 30 min
con buffer de digestion (Tris 10 mM, EDTA 100 mM, NaCl 2 M, 1% de Triton X-100,
pH 10). Posteriormente se lavaron las muestras (NaCl 100 mM, EDTA 1 mM) y
fueron sometidas a una electroforesis alcalina a 50 V por 30 min (Horizon 58;
GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD). Los cometas se tifieron con SYBER Green | y se
analizaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus BX40, Japdn). Las
imagenes fueron capturadas con una camara digital (Coolpix P5100, Nikon) y la
longitud de los cometas se midid usando un analizador de imagenes (Imaged,
NIH)"Y. Se midieron 100 cometas por muestra y los resultados se presentan en un
diagrama de cajas y bigotes, en el que se calcul6 la mediana y los percentiles 25 y

75, con los cuales se formaron las cajas, que tienen la mediana como eje central.

Expresion y fosforilacion de proteinas de respuesta ante dano al DNA (ATM,
ATR, H2A.X, CHK1, CHK2, MDM2, CDC25A y 53BP1)

Después de que la células fueron expuestas a las PM, se lavaron con PBS y
se lisaron (Tris 20mM, NP40 al 1% y 150 mM de NaCl, pH 8.0), utilizando una
mezcla de inhibidores de proteasas (Roche Mannheim, Germany). Los lisados
fueron centrifugados (13000 x g por 5 min) y guardados a -20°C. El contenido de
proteina se determind mediante la técnica de acido bicinconinico’™®. Cuarenta
microgramos de proteina fueron separados electroforéticamente en geles de
poliacrilamida al 12.5 % con SDS. Las proteinas fueron transferidas a membranas

de PVDF (Immobilon-P, Millipore, UK) en una camara de transferencia semiseca
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(Bio-Rad Trans-Blot SD) con buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM,
Metanol 20%, pH 8.3), durante 45 minutos a 12 V. Las membranas se bloquearon
durante 1 h en agitacion constante a temperatura ambiente con PBS + 5% de leche
descremada, para evitar la union inespecifica del anticuerpo. Las condiciones de los
anticuerpos primarios fueron las siguientes: para ATM se usé un anticuerpo anti
ATM anti conejo (UPSTATE #05-513) dilucion 1:500 y para ATM fosforilada en
serina 1981 se utilizd un anticuerpo anti ATM fosfo ser 1981 anti conejo (UPSTATE
# 05-740), dilucidon 1:2000. Para la proteina ATR se utiliz6 un anticuerpo primario
anti conejo (Abcam, Ab 2905), dilucion 1:2000, para ATR fosforilado en Serina 428,
se utilizé un anticuerpo anti conejo (Cell Signaling, 2853), dilucion 1:2000. Para la
evaluacion de las proteinas H2A. X y YH2A.X (Ser 139) se utilizaron anticuerpos anti
conejo (UPSTATE, 07-627 y 07-627, respectivamente), para ambos la dilucién fue
de 1:3000. Las proteinas Chk1 y Chk1 fosforilada en Serina 317 fueron evaluadas
con anticuerpos anti conejo (Abcam, ab47488 y ab38518, respectivamente), dilucion
1:2000, para ambos anticuerpos. La proteina Chk2 se evalud con un anticuerpo anti
conejo (Abcam, ab47433) y para la proteina Chk2 fosforilada en Treonina 68 se
utilizé un anticuerpo anticonejo (Abcam, ab47433), dilucion 1:2000. La proteina
53BP1 se evalud con un anticuerpo anti conejo (Abcam, ab21083), dilusion 1:1000.
La proteina MDM2 se evalué con un anticuerpo anti conejo (Abcam, ab53710),
dilusion 1:2000, Cdc25A se evalud con un anticuerpo anti conejo (Abcam, ab2357),
dilusion 1:1000, Cdc25A fosforilada en Serina 278 se evalu6 con un anticuerpo anti
conejo (Abcam, ab59977), dilusion 1:1000. La actina se utiliz6 como un control de
carga y el anticuerpo anti actina hecho en ratén, fue donado por el Dr. Manuel
Hernandez (Departamento de Biologia Celular, CINVESTAV-IPN, México). Todos
los anticuerpos primarios se incubaron toda la noche en agitacion a 4°C. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron IgG de raton acoplado a peroxidasa
(Amersham, NXA931) e IgG de conejo acoplado a peroxidasa (Amersham, NXA934)
a una dilucion de 1:2000, por 1 h a temperatura ambiente. El revelado de la
inmunoreaccién se hizo mediante quimioluminiscencia utilizando el ensayo de ECL-
PLUS (Amersham RPN 2132). Los niveles de proteina fueron evaluados mediante

densitometria usando el programa Image J (rsb.info.nih.gov/ij)" .
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Focos de daiio al DNA de yH2A.X (S139) y ATM fosforilada (S1981).

Las células fueron crecidas en camaras de cultivo de 8 pozos (Falcon 08-774-
208), después de que las células fueron expuestas a PMq por 24 h, fueron fijadas
en metanol a -20°C por 10 min. Para reducir la autofluorescencia, las células fueron
tratadas con borohidruro por 5 min y lavadas tres veces con amortiguador de tris
(TBS) pH 7.0. Los sitios inespecificos fueron bloqueados (BSA al 1%, NaN3 0.02%
en TBS) por 1 h, después de la incubacion, se le realizaron 2 lavados de 5 min con
TBS. Para el doble marcaje se siguié un protocolo de inmunofluorescencia que
puede revisarse en la siguiente pagina

(http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=11458). Para el primer

marcaje, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario anti yH2AX (S139)
(Upstate cat. No. 07-164) dilucion 1:100 en 1 % de BSA-TBS, toda la noche a 4°C
en un camara humeda. Después de la incubacion las células fueron lavadas 3 veces
por 5 min con TBS, posteriormente las células fueron incubadas con el anticuerpo
secundario (FITC conjugated goat anti-rabbit IgG de Jackson ImmunoResearch 111-
095-144) dilucién 1:100. Las células fueron lavadas 3 veces por 5 min con TBS.
Como segundo paso se puso el siguiente anticuerpo primario anti ATM-P (S1981)
(Upstate 05-740) en BSA al 1% en TBS, dilucién 1:100, el anticuerpo secundario fue
utilizado en una dilucién 1:100 (Rhodamine-conjugated goat anti-mouse IgG de
Jackson ImmunoResearch cat.115-025-166). Las condiciones y los tiempos fueron
los mismos que los del primer anticuerpo. Las muestras fueron montadas usando
ProLong antifade con DAPI (Molecular Probe P36935). Las imagenes fueron
capturadas en un microscopio de fluorescencia (Olympus AX70) y analizadas con el
software SPOT, version 4.0.4.

p53 total y p53(Ser15)

Las evaluaciones de estas proteinas se realizaron por ELISA con un ensayo

comercial para determinar p53 total (Cell signaling # 7370) y p53(Ser 15) (Cell
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signaling # 7365), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células A549 fueron
sembradas en placas de 55 cm? y expuestas a 10 pg/cm? de PM1o, después de 24 h
de exposicion, las células se cosecharon bajo condiciones no desnaturalizantes para
obtener los lisados utilizando buffer de lisis proporcionado por el fabricante. Las
muestras fueron centrifugadas para obtener el sobrenadante, el cual fue transferido
a placas de 96 pozos e incubada con el anticuerpo primario anti p53 total o el
anticuerpo anti p53(Ser15), después de incubar por 1 h a 37°C, se agregd el
anticuerpo secundario ligado a peroxidasa (proporcionado en el estuche del
ensayo). La placa se incubd por 30 min a 37°C. Se le agreg6 a la placa la solucion
de detencidén y 30 min después se leyeron las muestras a 405 nm (Genios™ plus,
Tecan Trading AG, Switzerland). Los resultados son el promedio de tres

experimentos independientes.
Ciclo celular

Después de que las células fueron expuestas a 10ug/cm? de PM por 24 h, se
lavaron dos veces con PBS y se obtuvo el botén centrifugando a 1000 g por 5 min a
4°C. Las células se resuspendieron en 300 pL de etanol al 70 % y se incubaron a -
20°C toda la noche, posteriormente se centrifugaron a 2000 g por 5 min a 4°C, se
lavaron con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 2000 g por 5 min a 4°C. Para la
evaluacion del ciclo celular se tifieron las células como sigue: se agregaron 200 pL
de la solucion A [en 100 mL de solucién madre (3.4 mM de Citrato de Trisédico-
2H,0, 0.1 % v/v de Nonidet-P40, 1.5 mM de tetrahidrocloruro de espermina y 0.5
mM de Tris), mas 30 mg de Tripsina, pH 7.6)] por 10 min a temperatura ambiente,
se agregaron 200 uL de la solucion B (en 100 mL de solucion madre se agregaron
50 mg de inhibidor de tripsina, 100 mg de Ribonucleasa A, pH 7.6) por 10 min a
temperatura ambiente, finalmente se les agregé 200 uL de la solucion C (en 100 mL
de solucién madre mas 416 mg de loduro de propidio, 1160 mg de tetrahidrocloruro
de espermina pH 7.6) por 15 min en hielo y se leyeron por citometria de flujo 10,000
eventos (FACSortBECTON DICKINSON), usando los software CellQuest y DodFit
LT.
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Apoptosis

La apoptosis se determind mediante ioduro de propidio y anexina V
fluoresceinada (Roche 18580777). Las células fueron expuestas a 10 pg/cm? de
PMo en placas de 6 pozos en medio libre de suero por 24, 48 y 72 h, después de
cada tiempo de exposicion las células fueron lavadas con PBS, despegadas con
PBS-EDTA (1 %) y centrifugadas a 2000 g por 5 min. El botén obtenido fue
resuspendido en 100 uL de la solucion de anexina 5 (Annexin V FLUOS) e
incubadas 15 min a 15°C antes de la lectura y el ioduro de propidio se agrego antes
de que las muestras fueran leidas por citometria de flujo. Para determinar la
fraccion de células apoptoéticas se leyeron 10,000 eventos en un citdmetro de flujo
FACSort de Becton Dickinson equipado con el software Lysis Il v2.0 para la

adquisicidon de datos y el analisis se realizé con el software WindMi v2.9.
Senescencia celular asociada a B-galactosidasa

Para la evaluacién de senescencia se utilizé la actividad de p-galactosidasa
asociada a senescencia (SA p-Gal), mediante la técnica descrita por Dimri et al
(1995) "2 Brevemente, depués de que las células fueron expuestas a las PM por 24
0 48 h, se retir6 el medio a las células, se agregaron 500 ul de solucién fijadora
(PIPES 0.1 M, pH 6.9; 2 % de paraformaldehido; MgCl, 2 mM y EGTA 1.25 mM, pH
8.0) y se dejo incubar durante una hora a 37°C. Posteriormente se retird la solucion
fijadora y se realizaron tres lavados con PBS. Inmediatamente después se
afadieron 300 ul de la solucién de X-gal [KsFe(CN)s 5 mM; KsFe(CN)s 5 mM, pH
6.0; X-gal 1 mg/ml (Promega)], y se incubaron las células toda la noche a 37°C. El
porcentaje de actividad de B-galactosidasa se realiz6 contando 100 células por pozo
en un microscopio invertido (Leica) y se capturaron las imagenes con una camara
digital (Coolpix P5100, Nikon). Los datos fueron reportados como porcentaje de

células senescentes comparadas contra el control de células sin exponer.
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Analisis estadistico

Los datos de los cometas se presentan en un diagrama de cajas y bigotes, en
el que se calcula la mediana y los percentiles 25 y 75. Los otros experimentos son
representados como el promedio £+ DE (n=3). Los diferentes tratamientos fueron
comparados usando un ANOVA, seguido de la prueba de Bonferroni para
comparaciones individuales entre la media de los grupos. Los datos se consideraron

estadisticamente significantes cuando el valor de p es < a 0.05.
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RESULTADOS.
Determinacion de elementos quimicos en las PM;y de la ciudad de México

Las particulas presentaron un total de 12.5 pg de elementos quimicos por
miligramo de PMyo. Los elementos mas abundantes fueron los que se encuentran
asociados a suelo: [Al (15%), Si (51.09 %), Ca (14 %), y Fe (10 %)]. También se
determinaron en cantidades menores, metales de origen antropogénico como Cu
(0.2 %), Zn (0.5 %), Pb (0.17 %), y Ni (0.02 %) (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de elementos quimicos en PM,, colectadas
en una zona urbano-comercial de la Ciudad de México

Elementos pg/mg de PM,, Elementos pg/mg de PM,,
Al 15.60 V 0.08
Si 51.09 Cr 0.04
P 0.45 Mn 0.30
S 4.75 Fe 10.09
Cl 0.05 Ni 0.029
K 3.80 Cu 0.27
Ca 14.60 Zn 0.51
Ti 1.18 Pb 0.17

El contenido elemental se hizo mediante la técnica de PIXE (proton-induced X-ray emission) en 1
mg de PM,, de la Ciudad de México
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Generacion de especies reactivas de oxigeno y cambios en los niveles de GSH

Después de que las células A549 fueron expuestas a las PM;y, se observd
que las PM indujeron un incremento de 1.8 veces en la generacion de ROS
comparado con el control (Figura 1A), y este incremento fue significativo (p = 0.001).
TLX previno la generacion de ROS de manera significativa (p=0.001). En células
preincubadas unicamente con TLX (CT-TLX) se observé una disminucién de cerca
del 30 % de las ROS comparada con el control. Las PM4, disminuyeron cerca de un
60 % el contenido de glutation comparado con el control (p = 0.001) (Figura 1B).
TLX previno significativamente la disminucién del GSH inducido por las PMyg (p =
0.001) (Figura 1B). En las células que solo fueron tratadas con TLX no se

observaron cambios en los niveles de GSH (Figura 1B).
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Figura 1. Generacion de ROS y evaluacién de los niveles de glutation (GSH). A) La generacion de
ROS se evalué mediante la fluorescencia de la molécula DA-DCFH. Los resultados son el promedio
de seis experimentos independientes + DE y se presentan como unidades de fluorescencia. *p =
0.01, CT vs PMyg; **p = 0.001, PM4g vs TLX-PMy,. B). Cambios en los niveles de GSH después de
24 h de exposicidn a PM,. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes £
DE (**p = 0.001, CT vs PMyg; **p = 0.001, PMyg vs TLX-PMyj).
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Las PMq, disminuyen la actividad de las enzimas SOD y catalasa.

Las PM4o disminuyeron un 60 % la actividad de SOD total (p = 0.01) (Figura
2A), y disminuyeron un 40 % la actividad de catalasa (p = 0.01) (Figura 2A). TLX no

fue capaz de prevenir la disminucion de la actividad de SOD total y catalasa inducida

por las PM (Figura 2 Ay B). TLX, no afecta la actividad de ambas enzimas (CT-TLX)

(Figura 2 Ay B).
A
1.59
KK

o@ ot T
8‘@ 1.04
8%
T
83
30
§5% e o

0.0 T T T T

CT PM10 TLX-PM10 CT-TLX

B
2,09
gg 1.51 l
> -
¢& 1.04
-1 L _y..
fo
gt
a\
02 0,54
0.0 ] | | |

Figura 2. Evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa. Se evaluaron los
cambios en la actividad de las enzimas SOD y catalasa en células A549 expuestas a 10 pg/cm2 de
PM;, por 24 h. A). Evaluacién de la actividad de SOD total, los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes = DE (***p 0.001, PM4o vs CT). B). Evaluacion de la actividad de
catalasa. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes (*p = 0.01, PM;q vs

CT).
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Las PM;o inducen dafo oxidante a lipidos y proteinas

Debido a que las PMyo indujeron la generacion de ROS, y disminuyeron la
actividad de las enzimas antioxidantes en células A549 expuestas a 10ug/cm?, se
evalué el dafo oxidante a lipidos, proteinas y DNA. Las PM;y, incrementaron
significativamente la lipoperoxidacién, determinada por la formacion de MDA,
comparada con el control (p = 0.001), TLX previno significativamente la oxidacién de
lipidos inducido por las PM (p = 0.001) (Figura 3A), sin llegar a los niveles basales.
Cuando las células fueron expuestas solo a TLX (CT-TLX) se observé un incremento
comparado con el control, sin embargo este incremento no fue significativo. Otro
blanco importante del estrés oxidante evaluado fue la oxidacion de proteinas, este
tipo de dafo se midi6 evaluando la carbonilacion de proteinas y se observo que las
PM;o indujeron oxidacion en las proteinas y TLX previno parcialmente este dafo
(Figura 3B). Cuando las células fueron tratadas solo con TLX (CT-TLX) no se

observaron cambios comparados con el control (CT) (Figura 3).
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Figura 3. Dafio oxidante a lipidos y proteinas inducidos por 10 pg/cm2 de PMyg en células A549. A)
Evaluacion de lipoperoxidacion, mediante el contenido de MDA (***p = 0.001, PM4 vs CT; **p = 0.01,
PM,y vs TLX-PMy). B) La oxidacién de proteinas se evalu6 mediante oxyblot y se utilizd un
anticuerpo dirigido hacia los residuos carbonilo. La imagen es representativa de tres experimentos
independientes.
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Las PM4o inducen dano oxidante al DNA

En la figura 4 se observa que las PMyy dafaron al DNA (rompimiento en la
doble cadena del DNA), comparado con las células control (p < 0.001). Cuando las
células que muestran dafio en el DNA fueron pre-tratadas con TLX, antes de ser
expuestas a las PMyo, se observd una prevencion significativa (p < 0.001) de este
dafno. No se observaron cambios en la formacion de cometas, cuando las células

fueron tratadas solo con TLX (Figura 4).
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Figura 4. Dafio a DNA inducido por PM4o de la Ciudad de México. El dafio a DNA se evalu6 con la
técnica del cometa en células A549 expuestas a 10 pg/cm2 de PMyy por 24 h. Los resultados se
presentan en un diagrama de cajas y bigotes, en el que se calcula la mediana y los percentiles 25 y
75 (**p < 0.001, PM4g vs CT; **p < 0.001PM;g vs TLX-PMyp).
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Rompimiento en doble cadena del DNA y cambios en las cinasas ATM/ATR y
53BP1

En la figura 5 y la tabla 2 se observa que la exposicién a 10 ug/cm? de PMy
incrementd 1.8 veces la proteina ATM fosforilada en serina 1981. Las PMyy no
indujeron cambios en el nivel de expresion de ATR total, sin embargo, disminuyeron
la presencia de ATR fosforilado en serina 428, comparado con el control de células
sin exponer y TLX no impidi6 ésta disminucion (Figura 5, tabla 2). También se
observo un incremento de 2.8 veces en la proteina yH2A.X. La fosforilacion de
H2A.X fue prevenida con TLX (1.27 veces), asi como la fosforilacion de ATM. La
proteina 53BP1 juega un papel importante en la reparacion de dafo al DNA y esta
proteina se incrementd 3.64 veces después de 24 h de exposicion de las células
A549 a PMy,. TLX previno este incremento en la expresion de 53BP1 (Figura 5,
Tabla 2). TLX (CT-TLX), no tuvo efecto sobre los niveles basales de las proteinas.

CcT TLX-PM,,

*

CT-TLX

ATM |
f-ATM | s1981
ATR
f-ATR

H2A.X

YH2A.X

53BP1

Actina

Figura 5. Mecanismo de respuesta ante dafo a DNA inducido por las PMy, de la ciudad de México.
Mediante Western blot se evaluaron los cambios en los niveles de expresion, asi como la activacion
de H2A.X, yH2A.X, ATM, ATM fosforilada, 53BP1, ATR y ATR fosforilada en células A549 expuestas
a 10 pg/cm2 de PM;yy por 24 h. La imagen mostrada es representativa de tres experimentos
independientes. TLX se utilizd como un secuestrador de radicales libres.
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ATM se asocia a sitios de corte en doble cadena del DNA.

Después de exponer las células A549 a 10 ug/cm? de PMyo, la células fueron
tratadas con los anticuerpos anti-yH2A.X y de anti-ATM y por inmunofluorescencia
se establecié la formacion de focos de ATM fosforilada asociada con yH2A.X.
Cuando las células fueron preincubadas con TLX, la sefial de los focos disminuyo,
como consecuencia de la prevencién de la formacion de DSB inducidos por las
PMyo (Figura 6). Cuando las células fueron tratadas solo con TLX (CT-TLX), no se

observaron cambios comparados con el control (CT).
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Figura 6. Formacion de focos de ATM fosforilada y yH2A.X. Evaluacion de focos de ATM fosforilada
en serina 1981 (S1981) y yH2A.X fosforilada en serina (S139) en células A549 expuestas por 24 h a
10 pg/cm2 de PMy y células pre-incubadas con TLX. En el panel superior se muestra una fusion de
las imagenes de las células incubadas con anticuerpo para ATM (S1981) y yH2A.X (1S39). Las
flechas muestran los lugares donde se observa focos. En el panel de abajo se muestra el control de
células tefiidas con DAPI. TLX se utilizé como un secuestrador de radicales libres.
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Activacién de las proteinas Chk2, Chk1y CDC25A via ATM y ATR

Las proteinas Chk2 y Chk1 son blancos de ATM y ATR. Las PMy
incrementaron 1.27 veces los niveles de la proteina Chk2 (Tabla 2) y no se
detectaron cambios en Chk2 fosforilada en treonina 68 (Figura 7), TLX previno este
incremento. Por otro lado, las PM disminuyeron cerca del 17 % los niveles de la
proteina Chk1 (Figura 7, Tabla 2) y se observé un incremento de 2.5 veces en Chk1
fosforilada en serina 318, TLX no previno este incremento (Figura 7, Tabla 2). La
proteina Cdc25A es un sustrato de Chk1 y después que las células A549 fueron
expuestas por 24 h a 10 pg/cm2 de PMyo se observd una disminucion del 41 % en
los niveles de Cdc25A, asi mismo, este tratamiento también indujo una reduccion
del 60 % en Cdc25A fosforilada. TLX no previno la disminucion en los niveles de la
proteina y de la fosforilacion en Cdc25A (Figura 7, Tabla 2). TLX no tuvo efectos
sobre el nivel basal de la proteinas (CT-TLX) (Figura 7).

CcT PM,, TLX-PM,, CT-TLX

| T68

f-Chk1 $318
f-Cdc25A | ' | | B s27s
Actina

Figura 7. Efectos de las PMy, en proteinas que participan en la detencién del ciclo celular ante dafio
al DNA. Mediante Western blot se evaluaron los cambios en los niveles de proteina y fosforilacion de
Chk2/Chk2 fosforilada en treonina 68 (T68), Chk1/Chk fosforilada en serina 317 (S317) y
Cdc25A/Cdc25A fosforilada en serina 278 (S278). Los resultados mostrados son representativos de
tres experimentos independientes. TLX se utiliz6 como un secuestrador de radicales libres.
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Tabla 2. Expresion de proteinas (cambios con respecto al control)

f-ATM yH2A.X 53BP1 Chk2 Chk1 f-Chk1 Cdc25A f-Cdc25A MDM2
PM,, 17 2.81 3.64 1.27 0.83 25 0.59 0.41 Nd
+1.010 +0.10¢ +0.01¢ +0.79¢ +0.082 +0.012
+0.120 +0.15°
TLX+PM,, 1.03 1.27 147 0.93 0.0 24 0.61 0.50 0.74
+0.13¢ +0.22¢ +0.30° +0.13 +0.09 +0.56¢ +0.072 +0.14 +0.07¢

PM,,: Material Particulado (10 ug/cm?); PM,+TLX: Material Particulado (10 pg/cm?) mas trolox (10 uM). Histona H2A X fosforilada en serina 139:
tH2AX; Ataxia Telagiectasia mutada fosforilada en serina 1981(f-ATM), Proteina de union a p53, 53BP1; cinasa de revision 2, Chk2; cinasa de
revision 1, Chkl, Chk1 fosforilada en serina 317, f-Chk1; Proteina de division celular 25 A, Cdc25A; Cdc25A fosforilada en serina 278, f-Cdc25A;
Ubiquitin ligasa E3 especifica de p53, MDM2. Los datos son el promedio de 3 experimentos independientes +DE. *p<0.001, "p<0.01, “p<0.05 vs
control; %p<0.001, *p<0.05, 'p<0.05 vs PM ;.
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Expresion de p53.

Cuando las células A549 fueron expuestas a las PM;yy indujeron un
incremento tanto en el nivel total de p53, asi como en p53(Ser15), y TLX previno
este incremento (Figura 8). TLX (CT-TLX), no afecto los niveles basales de p53. La
activacion de p53 esta relacionada con la pérdida de interaccion de MDM2 con p53.
Cuando las células A549 fueron expuestas a las PMyo se observé una pérdida total
de MDM2 y TLX previno ésta pérdida, observandose una recuperacion del 74 %
(Figura 8, Tabla 2). Los niveles basales de MDM2 no se vieron afectados por el
tratamiento de las células con TLX.
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Figura 8. Evaluacion de proteinas de respuesta ante dafio a DNA inducida por PM4,. A) Expresion
de la proteina p53 y p53 fosforilada en Serina 15 en células A549 expuestas por 24 h a 10 pg/cm2
de PMy,. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes + DE (*p = 0.0001).
B) Efecto en células A549 expuestas a PMyg y TLX sobre la expresion de la proteina MDM2. La
figura es representativa de tres experimentos independientes. Se utilizé6 actina como control de
carga.
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Las PM4y no inducen cambios en el ciclo celular y no inducen apoptosis.

Después de 24 h de exposicion a 10 pg/cm? de PMqo, las células mostraron

activacion de las vias de ATM/ART/Chk1/Chk2/p53, sin embargo no se observaron

cambios en los porcentajes de la distintas fases del ciclo celular (Tabla 3), siendo

muy similares los porcentajes de células expuestas a las PMyo al control. Por otro

lado, las PM4o tampoco indujeron apoptosis, ya que no se observaron cambios

significativos con respecto al control (Tabla 3). En células tratadas solo con TLX

(CT-TLX), no se observaron alteraciones en las fases del ciclo celular (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de las fases del ciclo celular y apoptosis en células A549

expuestas a PM,, de la ciudad de México

Fase celular (%)

G0-G1 S G2-M Apoptosis (%)
CT 58.6 +4.6 26.8 £ 10.1 144+7.0 0.03 £ 0.005
PM,o 57.7+27 253+7.2 16.9+4.7 0.07 £ 0.01
PM,-TLX 541179 27.8£9.9 20.3+6.6 0.02 £ 0.005
CT-TLX 614+54 241 £13.06 144 £7.6 0.01+£0.2

CT: control; PM,,: Material Particulado (10 ug/cm?); TLX- PM,: Material Particulado (10 ug/cm?) mas trolox (10 uM); TLX-CT: Control
mas trolox. Distribucién del ciclo celular y apoptosis después de 24 h de exposicion a PM,,. Las evaluaciones se hicieron por citometria

de flujo. Se presenta el promedio de 3 experimentos independientestDE.
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Las PM4, inducen senescencia celular asociada a 8 galactosidasa.

Las PMyg indujeron estrés oxidante y un incremento en la actividad de p53 y
ambos eventos juegan un papel importante en la induccion de senescencia celular,
por lo que se analizo si en células A549, 10 pg/cm2 de PMyo inducian senescencia.
Después de 24 h de exposicion a las PM1p, no se detecté senescencia asociada a
B-galactosidasa (datos no mostrados), sin embargo, a las 48 h de exposicion a las
PMo se observé un incremento significativo de cerca del 50 % de células positivas
a p-galactosidasa comparadas con el control (p = 0.001), cuando las células A549
fueron pre-incubadas con TLX, la actividad de f-galactosidasa disminuyd
significativamente (p = 0.001) (Figura 9). TLX (CT-TLX), no induce cambios en la

actividad de p-galactosidasa, comparado con el control.
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Fig. 10. Senescencia inducida por PM4. Senescencia celular asociada a f-galactosidasa en células
A549 expuestas a 10 pg/cm2 de PMy, por 48 h. La senescencia se evalué mediante la actividad de
B-galactosidasa. Se contaron 100 células por punto evaluado, los resultados se presentan como el
porcentaje de células positivas a f-galactosidasa y son el promedio de tres experimentos
independientes = DE (***p = 0.001; PM,ovs CT; PMyg vs TLX-PMyy).
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DISCUSION

Debido a su tamafio aerodinamico las PMyg tienen la capacidad de penetrar
en las vias respiratorias profundas e inducir efectos adversos en la salud del ser

humano!!

, 'Y en los ultimos afos se ha demostrado que las PM son un factor de
riesgo para el desarrollo de diferentes tipos de neoplasias®'>"®l. Diferentes grupos
de investigacion han demostrado que la composicién de las PM es muy importante
en los efectos biolégicos que inducen; asi como por la capacidad que tienen para
inducir la generaciéon de ROS!""19.74-76]

Para conocer mas acerca de los mecanismo implicados en la induccién de
los efectos mediante los cuales las PMyo inducen dafio celular, en este trabajo se
utilizé como modelo la linea celular A549 (células epiteliales tipo II, derivadas de un
carcinoma de pulmén humano). Esta linea celular ha sido ampliamente
caracterizada, y se sabe que expresa a p53 de manera silvestre y que tiene
sensibilidad al estrés oxidante, por lo que ha sido utilizada para estudios de dafo
genotodxico’”! y también en estudios de evaluacién de los efectos celulares
promovidos por aeroparticulas contaminantes!**"®.

La concentracion de PMy, utilizada en este trabajo no indujo cambios en la
viabilidad celular (datos no mostrados), por lo que se consider6 como una
concentracion subletal, que tuvo la capacidad de inducir diferentes efectos
importantes, por su participacion en inducir procesos carcinogénicos y la respuesta
celular ante ellos.

La generacion de ROS inducida por las PM se ha atribuido a la participacion
de algunos componentes de las PMyq, incluyendo PAH’® endotoxina y metales

[7®1 Los PAH requieren de la activacion

como cobre, fierro, vanadio, zinc y plomo
metabdlica para producir ROS y los metales inducen la generaiéon de ROS via la
reaccion de Fenton. Por otro lado, la endotoxina es otro de los componentes de las
PM y se sabe que al igual que los PAH, la produccién de ROS se da de manera
indirecta, ya que la endotoxina, despierta una respuesta inflamatoria, donde se
activan diferentes citocinas como TNFa, IL-6 y este proceso inflamatorio es el que

lleva a un estado de estrés oxidante. La utilizacion de inhibidores de la endotoxina
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en experimentos con PM ha permitido determinar la participacion de ésta en los
efectos inducidos por las PM®. En este trabajo se determind que las PMyq
indujeron estrés oxidante, ya que se observd la generacion de ROS y la
disminucién de un 60 % en el contenido de GSH, asi como dano oxidante a
macromoléculas. Los trabajos previos apoyan fuertemente que el incremento de las
ROS y la disminucién en el contenido de glutation, pueden ser atribuidos a
componentes de las PM, como los metales, la endotoxina y los PAH.

Si bien, algunos de los componentes de las PM como los metales pueden
ser internalizados a las células y generar radical hidroxilo, como ya se ha
demostrado previamente?!!, otros componentes de las PMyo pueden inducir efectos
por accién de la endotoxina que ejerce su efecto a través de la estimulacién del
receptor de Toll-like 4, un receptor que es expresado en células A549[%,

Puesto que la generacion de ROS ocurre como parte del metabolismo de
una célula normal, existen mecanismos enzimaticos y no enzimaticos que se

encargan del manejo de éstas especies®'

. Dichos sistemas trabajan de manera
conjunta para prevenir un ambiente oxidante capaz de promover alteraciones que
conduzcan a patologias, como el cancer.

En este trabajo se determiné que las PM4o disminuyeron tanto la actividad de
SOD total (60 %); asi como la de catalasa (40 %). En cuanto a la disminucion de la
actividad de enzimas antioxidantes, se ha reportado que en raspados nasales de
personas que viven en la ciudad de México, la concentracion de la proteina GPX es
menor, comparada con muestras de personas que viven en una zona con baja o
nula contaminacion del aire’®®. En cuanto a otras enzimas antioxidantes como
catalasa, en ratas instiladas con particulas urbanas se disminuye la actividad de

esta enzimal®

. En un trabajo con enzimas aisladas, se reporté que cuando las
enzimas Mn-SOD, Cu/Zn-SOD y GPX son expuestas a particulas con diferente
contenido de metales, la actividad de estas enzimas se ve disminuida, proponiendo
que los metales, pueden estar participando en la disminucién de la actividad por
interaccion directa con éstas enzimas!'®, esto es por la sustitucion del metal de la
enzima por otro que impide su actividad. Estos datos concuerdan con los resultados

encontrados en este trabajo, y dado que TLX no previno la disminucién de la
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actividad de ambas enzimas, en este trabajo se propone que los metales pudieran
estar jugando un papel crucial en la disminucion de la actividad de éstas enzimas
mediante una posible interaccion directa con ellas, sin embargo, es necesaria la
realizacion de otros experimentos para demostrarlo, como seria la realizacion
cristalografia de rayos-X, para determinar ésta interaccién entre las enzimas y los
componentes de las PM. Posiblemente las PMyo inducen estrés oxidante en las
células A549, debido a la disminucion en la actividad de SOD y catalasa y otras
enzimas de las vias del manejo de radicales libres.

Las PMyq utilizadas en este trabajo indujeron lipoperoxidacion, carbonilacion
de proteinas y la formacion de cometas, debiddé a la formacion de radicales
hidroxilo, los cuales probablemente fueron manejados inadecuadamente por la
células, ya que se observaro que las PMyy disminuyen la actividad de SOD vy
catalasa, y cuando las células fueron preincubadas con TLX, se observd una
prevencion del dafo oxidante a éstas macromoléculas, lo que sugiere la
participacion de las ROS en éstos eventos.

Hasta este punto del trabajo, se tiene un ambiente celular que a largo plazo
podria ser capaz de desencadenar eventos que favorezcan un proceso neoplasico,
pero las células cuentan con toda una maquinaria que les permite enfrentarse a
estas alteraciones y de ser posible reparar el dafo. La siguiente parte del trabajo va
dirigida hacia evaluar algunos de estos mecanismos

Debido a que el dano al DNA tiene gran relevancia en procesos
carcinogénicos y buscando conocer con mayor profundidad los mecanismos
mediante los cuales las PM causan dafo celular, se evaluaron marcadores de dafo
al DNA por rompimiento en doble cadena (DSB). Una via de senalizacion
importante que se activa ante dafo por DSB es iniciada por la autofosforilacion de
ATM y por la fosforilacion de ATR. En este trabajo se observé que las PMyo inducen
la fosforilacidon de ATM, ésta proteina es un dimero que se encuentra en su forma
inactiva y es necesario que se autofosforile para su activacion®?, el antioxidante
TLX previno la fosforilacion de ATM por las PMqy. La fosforilacion de ATR
disminuy6é después de que las células fueron expuestas a las PMyy y TLX no

previno ésta disminucion. Es importante mencionar que como parte de su
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mecanismo de activacion, ATR es reclutada e interactua con proteinas que
interaccionan con ella %% por lo que la disminucion en la fosforilacién de ATR,
puede ser atribuida a la interaccidén de esta con otras proteinas.

La proteina ATM activada, fosforila a H2A.X (yH2A.X) y ambas proteinas
activadas promueven el reclutamiento de diferentes proteinas en el lugar, formando
lo que se conoce como focos de dafio al DNA®®. En este trabajo se observé que
las proteinas ATM y yH2A.X colocalizan en focos de dafo al DNA cuando las
células son expuestas a las PMyp, lo cual sugiere que ATM fosforila a H2A.X en
respuesta a estrés oxidante, ya que TLX fue capaz de prevenir la activacién de
ambas proteinas. Debido a que las PMyo inducen la activacion de ATM, se evaluo a
la proteina 53BP1, por ser un sustrato de ATM que ayuda al reclutamiento del
complejo de ATM con yH2A.X y su sobre-expresion esta relacionada con
incremento en ROS y reparacion del DNA. Las PMy, indujeron la sobre-expresion
de 53BP1 y ésta disminuy6 cuando las células fueron preincubadas con TLX. La
proteina 53BP1 también esta asociada a varias proteinas involucradas en vias de
reparacion de DSB, incluyendo Mre 11, Fosfo-ATM (S1981) y fosfo-Chk2 (T68)1"..
Bajo las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, se observd que las
PMio, inducen inestabilidad gendmica, ya que inducen sensores (53BP1),
transductores (ATM/ATR) y efectores (yH2A.X) de dafo al DNA, y esto correlaciona
con la formacién de focos de dano al DNA en donde colocalizan ATM y yH2A.X.

Las cinasas ATM y ATR activan proteinas como Chk1 y Chk2 mediante la
fosforilacién de residuos de serina o treonina, y Chk1 y Chk2 son particularmente
importantes, ya que ellas fosforilan otros sustratos para mantener la estabilidad
genomica después del dafio al DNA. En este trabajo se determiné que la proteina
Chk2 se incrementa, y no se observaron cambios en Chk2 fosforilada después de
que las células fueron expuestas a las PMy,. Con respecto a este resultado, se
debe de tomar en cuenta que todas las evaluaciones se hicieron a un solo tiempo
(24 h), por lo que existe la posibilidad que Chk2 fosforilada se encuentre en
condiciones normales en este punto, y que la proteina fosforilada ya haya
disminuido. Esta propuesta se basa en reportes recientes, que dicen que el pico de

fosforilacion de Chk2 no coincide con la activacion de ATM y H2A.X®® por lo que
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seria importante evaluar si esta proteina se esta activando a otros tiempos.

En contraste, después de la exposicion a las PMjy, se observd un
incremento en Chk1 fosforilada (S317), y no se observaron cambios con TLX. En
continuidad a la via, las PMyo indujeron la degradacién de Cdc25A y de Cdc25A
fosforilada y TLX tampoco fue capaz de prevenir estos cambios, por lo que si Chk1
se incrementa por la exposicion a las PMyy y Cdc25A disminuye, se propone que
Chk1 fosforila a Cdc25A, lo que hace que ésta proteina sea degradada,
concordante con el papel que se le atribuye como principal caracteristica de ésta
proteina ante dafio al DNA""89,

Por otro lado, se observo que las PMo promueven la fosforilaciéon de p53 en
la Serina 15 y la pérdida de la proteina MDMZ2, un regulador negativo de p53,
efectos que si fueron prevenidos por TLX, lo que sugiere la participacién del estrés
oxidante en esta via. La proteina p53 es un gen supresor de tumor y participa en el
control del ciclo celular y la apoptosis®®®®!. Dependiendo del tipo y del ambiente
celular, y de las alteraciones oncogénicas, la activacién de p53 puede llevar a las
células a detener el ciclo celular, inducir la senescencia celular, diferenciacion o
apoptosis!®?.

Las PMy inducen la formacion de focos de yH2A.X y ATM, y esté dafo es
detectado por la via de ATM/ART/Chk1/Chk2/p53, como se muestra en el esquema
de la figura 10. Por lo que se puede decir que en células A549 las PMy, inducen
estrés oxidante y efectos genotoxicos, determinados por el rompimiento en la doble
cadena de DNA (DSB). Si bien, se sugiere que en los focos de dafio al DNA se
lleva a cabo el reclutamiento de proteinas que participan en la reparacion del dafio
al DNA, ésta reparacion podria no ser eficiente, ya que existe un reporte reciente
que establecié que la exposicion de células a PM urbanas reducen un 35 % la
capacidad de reparacién del DNA por escision de nucleétidos y se incrementa cinco
veces la frecuencia de mutaciones®. Se sabe que una reduccion en la reparacion
del DNA esta asociado con un incremento en mutagénesis, lo que es un factor muy
importante en el desarrollo de neoplasias.

A pesar del dafio al DNA vy activacién de vias que estan relacionadas con la

detencion del ciclo celular (Figura 10), a las 24 h de exponer las células A549 a 10
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ug/cm? de PM4o, no se observo detencion del ciclo celular y las PM no indujeron
apoptosis. Sin embargo, a las 48 h de exposicion a las PMy se observo un estado
de senescencia celular. Ademas de los programas de muerte celular, tales como
apoptosis y la autofagia, la senescencia es reconocida como una potente barrera
contra la transformacion oncogénica, ya que es importante en reprimir la
proliferacion de células neoplasicas.

La senescencia, se determina mediante un aumento en la actividad de la [3-
galactosidasa asociada a senescencia y condensacion de cromatina*?’2%. En este
trabajo se activaron algunos de los marcadores principales asociados a
senescencia como la proteina p53°°>%!, asi como yH2AX, y la actividad de Chk1 y
Chk2"2°1 (Figura 10), pero se sabe que otras proteinas como p16INK4a,
p21CPYWAF1 “ PALL1, que no fueron evaluadas en éste trabajo, también son
importantes en la senescencia celular. El fenotipo de senescencia se ha
caracterizado por la secrecion de factores asociados a senescencia (SAP) entre los
que se encuentran IL-6 e IL-8®®. La secrecion de estos factores altera el
microambiente del entorno celular con repercusion en el estado de p53 y otras
proteinas como RAS, que tienen efectos deletorios en las células. En el contexto de
la carcinogénesis, diferentes grupos han observado células senescentes en la fase
temprana de procesos neoplasicos en diferentes tumores en humanos y han
mostrado que las células expresan marcadores de senescencia en la etapa inicial

de la formacion del tumort®®1%%

. Si bien, por muchos afos se consideré a la
senescencia como una barrera contra la formacion de neoplasias, actualmente se
sabe que las células senescentes “a largo plazo®, juegan un papel importante en la
induccidn de células preneoplasicas, ya que tienen impacto en su microambiente,
induciendo por ejemplo, proliferacion en células vecinas, por la induccién de
mitdgenos!®®. También generan un ambiente oxidante, a traves de la induccién de
citocinas como IL-6 e IL-8, citocinas que se sabe son alteradas por las PM['8:627]

A pesar de la formacién de DSB, el incremento en la actividad de p53 y la
presencia de células senescentes por las PMyy, no se observaron cambios en el
ciclo celular (Figura 10). En este sentido se ha reportado que estos elementos no

son suficientes para mantener la detencion del ciclo celulart’®" ya que es necesaria
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la participacién de otras proteinas, tales como p21Ve"“®! y p16INK4a para inducir
un estado permanente de senescencial'’?. Por otro lado, la inactivacion de cinasas
de puntos de revision en DNA en eventos senescentes, pueden restaurar la
progresion de la fase “S” del ciclo celular y la eficiencia en la detencién del ciclo
celular en células senescentes, depende de la continua actividad de cinasas de
punto de revision!*®l. También se sabe que las células A549 estimuladas con TGF-
B1, muestran positividad a B-galactosidasa, sin una inmediata detencion del ciclo
celular'®,

En este trabajo se determiné que las PMy, inducen la formaciéon de ROS, asi
como dafio oxidante a lipidos, proteinas y DNA. Las PM1o indujeron dafio al DNA
por rompimiento en doble cadena, se observaron focos de dafio al DNA y se
activaron proteinas de reparacién del dafo al DNA, sin embargo no se observaron
cambios en las fases del ciclo celular y no se observé apoptosis. También se
determind que la exposicion a las PMj, inducen SA-p-galactosidasa en
aproximadamente el 50% de células. El dafo oxidante y el dafio genotoxico; asi
como el hecho de que las células no mueren, puede generar un entorno que a largo
plazo podria favorecer el desarrollo de cancer de pulmén. Concomitante a este
resultado, la senescencia es un evento que esta relacionada con la via de
respuesta de dafio al DNA mediada por ATM y la activacién de p53; asi como por el
estrés oxidante y las células senescentes son capaces alterar su microambiente. El
estrés oxidante, el dafio genotdxico y probablemente el microambiente alterado por
las células senescentes, son eventos que si se mantienen a largo plazo, podrian
ser importantes en los mecanismos por los cuales las PM aumentan el riesgo a

desarrollar cancer de pulmon 213,
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Figura 10. Eventos y respuesta celular inducida por las PM4, mediante la generacion de radicales
libres.
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CONCLUSIONES

- Las PMjo generan un ambiente pro-oxidante por inducir la generacion de
ROS y disminuir la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa.

- Las PMyp inducen dafio oxidante a lipidos, proteinas y al DNA.

- Las PMyg inducen vias de respuesta relacionadas al dafio al DNA en doble
cadena y proteinas de reparacion ante este dafo.

- Las PMy no inducen cambios en el ciclo celular.

- Las PMyg indujeron un estado de senescencia celular.

- En este trabajo se concluye que las PMy, inducen estrés oxidante, dafo
genotoxico y un estado de senescencia, eventos fuertemente relacionados

en la induccion de neoplasias.

PERSPECTIVAS

- Evaluar otras enzimas antioxidantes, como las encargadas del metabolismo
del glutation (glutation sulfidrilo transferasa y glutation reductasa).

- Evaluar otras proteinas que participan en la senescencia celular como p14 y
p16, p21 Wa/CP! 5 RAS, que podrian estar jugar un papel importante en
impedir que se lleve acabo la detencién del ciclo celular.

- Utilizar células “normales” como las BEAS-B2, para determinar si los efectos
son iguales o diferentes, comparados con células derivadas de una
neoplasia.

- La utilizacion de animales, como ratas, las cuales sean instiladas a las PM o
expuestas diractamente a las PM en ambientes altamente contaminados,

para determinar si los eventos encontrados en este trabajo son similares.
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We describe the events triggered by a sub-lethal concentration of airborne particulate mat-
ter (PM;p) in A549 cells, which include the formation DNA double-strand breaks, YH2A.X
generation, and 53BP1 recruitment. To protect the genome, cells activated ATM/ATR/
Chk1/Chk2/p53 pathway but, after 48 h, cells turned into a senescence-like state. Trolox,

an antioxidant, was able to prevent most of the alterations observed after particulate mat-
ter exposure, demonstrating the important role of ROS as mediator of PM;g-induced geno-
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toxicity and suggesting that DNA damage could be the mechanisms by which particulate

PM,o matter augment the risk of lung cancer.
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DNA damage

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

There is growing concern that exposure to airborne
particulate matter (PM) is associated with an increase
in morbidity and mortality and that it could augment
the risk of lung cancer [1-3]. PM of an aerodynamic
diameter <10 mm (PM;o) consists of dust, soot, and other
solid, liquid, and aerosol particles, as well as its chemical
constituents. Although the mechanisms of PM;o-related
health effects remain incompletely studied, there is
increasing evidence that exposure to PM;( has a major ef-
fect in several experimental models [4,5]. In addition,
some of these changes are strongly related to an increase
in reactive oxygen species (ROS) [6,7]. In this regard, one
of the most important changes induced by PM;q is DNA
damage [8,9] and the level of this damage has been cor-
related with mutagenicity and tumor formation in exper-
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imental models [10,11]. The induced DNA damage by
PM;o and its constituents involves the formation of
DNA double-strand breaks (DSBs) [8,9,12,13]. In response
to DSBs caused by other agents like ionizing radiation
[14], the histone H2A.X undergoes phosphorylation at
Ser139 [14]. The phosphorylated H2A.X protein is defined
as YH2A.X and this phosphorylation is mediated by phos-
phoinositide 3-kinase-related protein kinases (PIKKs),
including ataxia telangiectasia mutated (ATM), ATM and
Rad-3 related kinase (ATR), and DNA dependent protein
kinase (DNA-PKcs) [15]. ATM and ATR, in turn, activate
the checkpoint kinases, Chk1l and Chk2, and tumor sup-
pressor 53-binding protein 1 (53BP1). 53BP1 binds to
the DNA-binding domain of p53, enhances p53-mediated
transcriptional activation, and rapidly colocalizes with
YH2A.X in response to DNA damage induced by ionizing
radiation [16]. In addition, Chk1 and Chk2 kinases have
several effectors, including cell division 25 (Cdc25) family
proteins, which have phosphatase activity related to cell
cycle regulation, specifically Cdc25A, in response to ioniz-
ing radiation [17]. On the other hand, after DNA damage,
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p53 initiates different transcriptional programs that lead
to cell cycle arrest, cellular senescence, or apoptosis in re-
sponse to 7y-radiation through the ATM/ATR and Chk1/
Chk2 kinases [18]. To this regard, before p53 induction,
a disruption between the complex formed by p53 and
MDM2, a p53-specific E3 ubiquitin ligase, is needed for
its biological response [19]. In the setting of DNA dam-
age, the cell undergoes cell cycle arrest to provide time
to carry out DNA repair [9,13] or apoptosis, depending
on the PM;o concentration used. Based on this informa-
tion, we decided to investigate if the above cell-signaling
pathway (ATM/ATR/Chk1/Chk2/p53) is involved in the re-
sponse to the DNA damage induced by PM;, exposure in
epithelial lung cancer cells even when cells are exposed
to a sub-lethal concentration. Since there is an increase
in DNA damage correlated to the oxidative stress induced
by environmental pollutants [20,21], we decided to use
trolox, a hydroxyl radical scavenger, to investigate if a
connection exists between the effect of PM;oq exposure
on DNA damage and if this effect is related to ROS forma-
tion. This study evidences that PM;o activates sensors
(53BP1), transducers (ATM/ATR), and effectors (H2A.X,
Chk1, Chk2, p53, and MDM2) of DNA damage, pointing
toward a strong relation between DNA damage and oxi-
dative stress. Even though, this signal transduction path-
way is activated in response to DNA damage after 24 h, a
senescence-like phenotype is observed in cells exposed to
PM;q after 48 h. These findings provide important clues
on the role of PM;g exposure in DNA damage and senes-
cence-like events that are strongly involved in cancer
development.

2. Materials and methods
2.1. PM;o sampling

PM; was collected in a commercial zone (with major
traffic sources) of Mexico City using a high-volume particle
collector with a flux of 1.13 m®*/min (GMW model 1200
VFC HVPM10; Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA). PMq
was collected on 3.0-pm pore size cellulose nitrate filters
(Sartorius AG, Goettingen, Germany), 3 days a week from
October 2004-May 2005. Filters were maintained in the
dark at 4 °C in a desiccator prior to particle removal. Parti-
cles were gently scraped off the membranes with a surgical
blade into endotoxin-free glass vials, maintained in the
dark in a dryer at 4 °C until use.

2.2. Cell culture and PM¢/trolox treatment

A549 type cells derived from human adenocarcinoma
were obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were cultured in F12 K
medium (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) supplemented
with 10% fetal bovine serum in a 5% CO, atmosphere at
37 °C. Cells were seeded in 6-well culture plates (1 x 10°
cells per well) and they were grown in F12K medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum for 24 h. Then the
medium was removed and replaced to free serum medium
plus PM; o, Free serum medium was used in order to avoid
that albumin contained in the fetal bovine serum acts as

metal chelator and masks the real PM; effect because it
contains metals [22]. Since PM has a complex composition
that includes soluble and insoluble compounds and it was
not totally dissolved in culture medium, a suspension of
PM;o was obtained and the A549 cell culture was exposed
to this suspension at 10 pg/cm? during 24 h. Parallel exper-
iments were done after pre-incubation with 10 uM trolox
(antioxidant).

2.3. The comet assay

A549 cells were plated on 24-well plates (2 x 10* cells
per well) and exposed to 10 pg/cm? of PM;o and, after
24 h of exposure, cells were trypsinized (0.05%). Cells
(1 x 10°) were mixed in 1% low fusion point agarose and
then placed on a slide covered with previously solidified
agarose. The sample was treated with digestion buffer
(10 mM Tris, 100 mM EDTA, 2 M NaCl, 1% Triton X-100,
pH 10) for 30 min, then rinsed in a 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA solution, and subjected to 50 V alkaline electropho-
resis for 30 min (Horizon 58; GIBCO-BRL, Gaithersburg,
MD). SYBER Green I solution (TREVIGEN cat.4250-050-K)
was added to each sample and analyzed under fluores-
cence microscopy (AX70; Olympus, Japan), capturing the
image with a digital camera (Coolpix P5100, Nikon). The
length of each comet was measured using an image analy-
sis program (Image], NIH) [23]. One hundred comets per
sample were measured. Length distributions were used
and the median, 25th and 75th percentiles, and maximal
and minimal values were calculated.

2.4. Western blot

The cells were rinsed twice with PBS and lysed with
20 mM Tris, 1% NP-40, and 150 mM NaCl, pH 8.0; a prote-
ase inhibitor cocktail (Roche Mannheim, Germany) and the
cell lysates were centrifuged (13000 g for 2 min), and the
supernatant was stored at —20 °C.

The protein content of the supernatant was calculated
using the bicinchoninic acid protein assay [24]. SDS poly-
acrilamide gels were prepared by standard techniques
and 40 pg of protein was loaded per line onto a 12.5%
acrylamide-SDS gel [25]. Protein was blotted onto a PVDF
membrane (Immobilon-P, Millipore, UK) and probed using
primary and secondary antibodies and detected by en-
hanced chemiluminescence (Millipore, UK), following the
Towbin et al. procedure [26]. H2A.X (07146), phosphory-
lated H2A.X (yYH2A.X) (07164), ATM (05513), phospho-
ATM S1981 (05740) were purchased from Upstate; ATR
(ab2905), phospho-ATR S428 (2853), Chkl (ab47488),
phospho-Chk1l S317 (ab38518), Chk2 (ab47433), phos-
pho-Chk2 T68 (E126), 53BP1 (ab21083), MDM2
(ab53710), Cdc25A (2357), phospho-Cdc25A S278
(ab59977) were purchased from Abcam (Cambridge, MA).
Actin antibody was utilized as loading control (kindly pro-
vided by Dr. Manuel Hernandez (Department of Cellular
Biology, CINVESTAV-IPN, Mexico City, Mexico). Equal pro-
tein concentration loading on the PVDF membrane was
verified using Ponceau S staining (Sigma, USA). Protein lev-
els were evaluated through densitometry using the Image |
freeware program (rsb.info.nih.gov/ij) [27].
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2.5. Immunofluorescence labeling for yH2A.X (S139) and
phospho-ATM (S1981)

Cells were grown on 8-well culture slides with a growth
area of 0.7 cm? (BD Falcon cat.08-774-208); after treatment
with PM;, unexposed cells (control) and treated cells were
fixed with ice-cold methanol for 10 min at -20 °C. To reduce
autofluorescence, cells were quenched in fresh 0.1% sodium
borohydride for 5 min and washed three times with TBS (pH
7.0). A blocking step was done incubating the slides for 1 h
with 1% BSA, 0.02% NaNs in 1X TBS; afterwards, two washes
in 1X TBS for 5 min each were done. For double-labeling, an
immunofluorescence sequential protocol was followed
(http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource
&rid=11458). For the first labeling, the cells were incubated
with diluted primary antibody (1:100) in 1% BSA-TBS for
YH2A.X (S139) (Upstate cat. No. 07-164) overnight at 4 °C
in a humidified chamber; after incubation, the cells were
washed three times for 5 min each with TBS, and subse-
quently incubated with diluted secondary antibody
(1:100) (FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG from Jackson
ImmunoResearch cat.111-095-144) for 30 min at room
temperature in the dark. Cells were washed three times for
5 min each in TBS. For the second labeling step, a 1:100 dilu-
tion in 1% BSA-TBS of the ATM-P (S1981) antibody (Upstate
05-740) and a 1:100 diluted secondary antibody (Rhoda-
mine-conjugated goat anti-mouse IgG from Jackson Immu-
noResearch cat.115-025-166) were used. The incubation
times and the washing conditions were similar to those used
for the first labeling step. Cover-slips were mounted on
slides using the ProLong antifade with DAPI (molecular
probe P36935). Images were captured using an Olympus
AX70 upright fluorescence microscope and analyzed with
SPOT imaging software, version 4.0.4.

2.6. p53 Expression

A549 cells were seeded on plates (55 cm?) and exposed to
PM;0 (10 pg/cm?) for 24 h; then, cells were harvested under
non-denaturing conditions to obtain lysates adding lysis
buffer plus 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride. After
5 min, the samples were centrifuged to obtain the superna-
tant that was transferred to a 96-well plate and incubated
with total p53 and p53 phosphorylated at S15 (following
the instructions of CST’s PathScan Total p53 and phospho-
p53 [S15] Sandwich ELISA Kit, Cat. 7370 and 7375, Cell Sig-
naling Technology, Inc.) for 1 h at 37 °C. Then, the horserad-
ish peroxide-linked secondary antibody was added to each
well for 30 min at 37 °C. The 96-well plate was read within
30 min after adding the stop solution. The p53 total and
phospho-p53 S15 were determined at 450 nm in triplicate
(Genios™ plus, Tecan Trading AG, Switzerland).

2.7. Senescence-associated f-galactosidase assay (SA-p-gal)

A549 cells (2 x 10° cells) were seeded on 24-well culture
slides with F12K medium supplemented with 10% fetal bo-
vine serum in a 5% CO, atmosphere at 37 °C for 24 h. Cells
were exposed to PM;o (10 pg/cm?) for 24 h replacing the
medium with F12K medium without serum. The activity of
SA-B-gal was determined as described by Dimri et al. [28].

Cells were fixed with 2% paraformaldehyde at 37 °C and,
after 1 h, the cells were washed three times with PBS. Cells
were incubated with the staining solution [5 mM KsFe(CN)s,
5 mM K4Fe(CN)s 3H,0, pH 6.0; 1 mg/ml, X-gal (Promega)] at
37 °Cfor 24 h.The degree of SA-B-gal was obtained by count-
ing 100 cells per well under a microscope (Leica), capturing
the image with a digital camera (Coolpix P5100, Nikon), and
reporting it as percentage of the total number of cells scored.

2.8. Cell cycle

The cell cycle evaluation was done in according to Mroz
et al. [8]. A549 cells (2 x 10° cells per sample) were col-
lected and centrifuged (1000 g for 5 min). The pellet was
resuspended in 1 mL of cold PBS. The cells were fixed by
adding 4 mL of absolute ethanol. RNase A (100 pL from
200 pg/mL DNase-free stock) was added to each sample
and incubated at 37 °C for 30 min. Then, the cells were
stained (propidium iodide, 100 pL from 1 mg/mL stock)
and incubated at room temperature for 10 min. Samples
were analyzed on a flow cytometer (FACSort BECTON
DICKINSON) using CellQuest and ModFit LT software.

2.9. Cell apoptosis assay

Apoptosis was determined by staining cells with annex-
in V-fluorescein isothiocyanate (Ex/Em =495 nm/529 nm)
and propidium iodide labeling [29], A549 cells (1 x 10/
well) were seeded in 6-well culture slides with F12K med-
ium supplemented with 10% fetal bovine serum in a 5%
CO, atmosphere at 37 °C for 24 h. After this time, cells
were exposed to PM;o (10 pg/cm?) with F12K medium
without serum for 24, 48, and 72 h. After each time of
PM;, exposure, cells were washed with PBS and centri-
fuged at 200 g for 5 min. The pellet obtained was resus-
pended in 100 uL of annexin V solution (Annexin V
FLUOS Staining kit, Roche Diagnostics GmbH,
cat.1858777) and incubated 15 min at 15 °C. Data acquisi-
tion and analysis were performed by flow cytometry (FAC-
Sort BECTON DICKINSON) using CellQuest software.

2.10. Statistical analysis

For the comet assay, length distributions from one hundred
cells were used and data are median, 25th and 75th
percentiles, and maximal and minimal values. The other
experiments are presented as mean+SD (n=3). Different
treatments were compared using ANOVA followed by the Bon-
ferroni test for individual comparisons between group means.

3. Results

3.1. PM; exposure induces DNA damage in A549 cells

To investigate the effect of PM;o in human A549 cells, we first exam-
ined the ability of PM, to induce DNA damage using the comet assay; a
well-established method for the DNA damaged detection. In this assay,
the damaged DNA migrates out of the nucleus forming a tail, which can
be quantified using image analysis. Fig. 1 shows that cells exposed to
10 pg/cm? of PMyo after 24 h have an increased tail length compared to
control cells (p <0.001). Trolox treatment of cells exposed to PMjp-in-
duced a significant decrease in the DNA damage.
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Fig. 1. (A)Comet assay on A549 cells obtained from cells exposed to airborne particulate matter (PM;o) (10 pg/cm?) and trolox (TIx) (10 uM) after 24 h.
(B)Length distributions were used and data are median, 25th and 75th percentiles, and maximal and minimal values (p < 0.001).

3.2. Double-strand breaks formation and changes in ATM/ATR kinases and
53BP1

DSBs formation is one of the most important modifications in DNA
after PM; o exposure. DSBs in the chromatin speedily initiate H2A.X phos-
phorylation, at serine 139 to generate YH2A.X. Western blot revealed an in-
crease in YH2A.X formation (2.81-fold) and the Fig. 2 and Table 1 show the
increase in this histone H2A variant indicative of DSBs in the chromatin
and H2A.X phosphorylation was prevented by trolox treatment (1.27-
fold). Taking into account that this phosphorylation event requires the
activation of the phosphatidylinositol-3-OH-kinase-like family, ATM and

Ct PM.q PM,g+Tlx

H2A X - e e
HZAX st ~ S 5139

ATM SOSEEy Eosame U oW

—_

ATR

s 5428

phospho-ATR

Fig. 2. Effect of airborne particulate matter (PM;) exposure (10 pg/cm?)
and PM;q plus trolox (TIx) (10 pM) on the expression of H2A.X/YH2A.X
(S139), ATM/phospho-ATM (S1981), 53BP1, and ATR/phospho-ATR (S428)
after 24 h. Results shown are representative of three independent
experiments.

ATR kinases, we decided to investigate, first, if the observed increase of
YH2A.X is related to the autophosphorylation of ATM. Indeed, an increase
of 1.7-fold in phosphorylated ATM protein at serine 1981 in A549 cells ex-
posed to PM;, was observed and this change was prevented by trolox
(Fig. 2 and Table 1). In addition, 53BP1 plays an important role in DNA dou-
ble-strand breaks repair and it is localized near DSBs. We found an over-
expression of 3.64-fold after PM;o exposure of this protein, which is also
required for p53 accumulation [30] and trolox was able to prevent this
over-expression (Fig. 2 and Table 1). Then, we investigated if changes occur
in ATR protein level and found no changes in total protein but the phos-
phorylated ATR (phospho-ATR) at S428 had a lower protein level as com-
pared to control A549 cells and trolox had no effect (Fig. 2 and Table 1).

3.3. ATM associates with sites of double-strand breaks

We found that phospho-ATM is associated to YH2A.X after PM;o
exposure as evidence of DSBs formation. When cells were exposed to
PM plus trolox, the above signal mentioned decreased as a consequence
of less DSBs formation (Fig. 3).

3.4. Activation of downstream proteins by ATM and ATR proteins

We found an increase of 1.27-fold in total Chk2 protein levels
(Table 1) with no changes in phosphorylated protein at threonine 68
(Fig. 4). On the other hand, we found a decrease of 17% in Chk1 protein
(Table 1) and an increase of 2.5-fold in phospho-Chk1 at serine 317 after
PM;o exposure with no changes when trolox was added (Fig. 4 and Table
1). This result suggests that since Chk1 was able to phosphorylate C-ter-
minal portion of Cdc25 family members, it should be possible to notice
changes in Cdc25A protein. Lower protein content after PM;o exposure
was observed in Cdc25A protein (41%) and in phospho-Cdc25A phosphor-
ylated at S278 (59%). Trolox treatment was unable to change this alter-
ation (Fig. 4 and Table 1).

3.5. p53 Activation

Extensive characterizations of the signal routes that connect DNA
damage with p53 have identified a cascade of kinases, including
ATM, ATR, Chkl and Chk2, that phosphorylate p53 [31]. The phos-
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Table 1

Protein expression (fold over control level).
YH2A.X p-ATM 53BP1 Chk2 Chk1 p-Chk1 Cdc25A p-Cdc25A MDM2

PM;o 2.81 1.7 3.64 1.27 0.83 2.5 0.59 0.41 Nd
£0.15° +0.12°2 +1.01° +0.10¢ +0.01¢ +0.79¢ +0.08* +0.01?

PM;oTIx 1.27 1.03 1.47 0.93 0.90 2.4 0.61 0.50 0.74
+0.22¢ +0.13¢ +0.30° +0.13f +0.09 +0.56° +0.07° +0.144 +0.07¢

PM;: airborne particulate matter (10 pg/cm?); PM;o + TIX: airborne particulate matter (10 pug/cm?) plus trolox (10 pm). Histone H2A.X phosphorylated at
139:yH2A.X; ataxia telangiectasia mutated phosphorylated at S1981(p-ATM), tumor suppressor 53-binding protein 1,53BP1; checkpoint kinase 2, Chk 2;
checkpoint kinase 1, Chk1, checkpoint kinase phosphorylated at S317, p-Chk1; cell division 25 A protein, Cdc25A; Cdc25A phosphorylated at S278,
p-Cdc25A; p53-specific E3 ubiquitin ligase, MDM2;Nd, not detectable. Data are presented as mean + DE (n = 3).

¢ p<0.001 vs control.
> p<0.01 vs control.
¢ p<0.05 vs control.
4 p<0.001 vs PMyq.

€ p<0.05 vs PM;,.

f p<0.05 vs PMyq.

phospho-ATM-yH2A. X

DAPI

PMio PM o+ Tlx

Fig. 3. Foci formation of phospho-ATM (51981) and YH2A.X (S139) on A549 cells exposed to PM;o (10 mg/cm?) and PM;, plus trolox (TIx) (10 uM) after
24 h. Fluorescence micrographs depict DNA stained with phospho-ATM (S1981) and YH2A.X (S139) (top panel) and DAPI (bottom panel). The merged

picture is an overlay of the two channels.

PM;,  PM, +TIx
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Fig. 4. Effect of airborne particulate matter (PM;o) exposure (10 pg/cm?)
and PMq plus trolox (Tlx) (10 M) on the expression of Chk2/phospho-
Chk2 (T68), Chkl/phospho-Chk1-P (S317), Cdc25A/phospho-Cdc25a
(S278) after 24 h. Results shown are representative of three independent
experiments.

T68

5278

phorylation of p53 at serine 15 exhibits reduced binding to the inhib-
itor protein MDM2 promoting the functional activation of p53 in re-
sponse to DNA damage [32]. To investigate if the changes in the
cascade of kinases are related to the p53 accumulation, we explored
the expression of p53 and MDM2. We found an increase in the total
and phosphorylated p53 protein after PM;o exposure avoiding this
change when A549 cells were exposed to trolox (Fig. 5A). Since p53
activation is related to the loss of interaction between MDM2 and
p53, and 53BP1 is required for p53 accumulation, we investigated
the expression of these proteins and found that after A549 cells were
exposed to PM;o, the MDM2 protein is absent (Fig. 5B). Trolox treat-
ment prevented MDM2 protein loss in 74% after PM;q exposure
(Fig. 5B and Table 1).

3.6. PM;o do not induce changes in cell cycle and apoptosis

When cells suffer DNA damage, an autophosphorylation of ATM and
YH2A.X and phosphorylation of p53 (S15) is induced. This cell-signaling
pathway can lead to cell cycle arrest, senescence or apoptosis. However,
after 24 h of PM;, exposure, A549 cells showed an activation of the
ATM/ART/Chk1/Chk2/p53 pathway but there were no changes in cell cy-
cle distribution or apoptosis (Table 2).
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Fig. 5. (A) p53 expression (total and phosphorylated p53) on A549 cells
exposed to airborne particulate matter (PM;o) (10 pg/cm?) and PM; plus
trolox (TIx) (10 uM) after 48 h. Data are mean + SD (n =3, 'p < 0.001). (B)
Effect of PM;, exposure (10 pg/cm?) and PM; plus trolox (10 uM) on the
expression of MDM2 protein. Results shown are representative of three
independent experiments.

3.7. PM; exposure triggers senescence-like events after 24 h

Since p53 was described to be a major player in the induction of
senescence and we found an increase in its activity, and because oxidative
stress is implicated in the onset of cellular senescence, we investigated if
A549 cells are induced toward senescence after PM;o exposure. Staining
for senescence-associated pB-galactosidase expression revealed no
changes after 24 h of PM;, exposure (10 pg/cm?) (data not shown); how-
ever, after 48 h, there is a significant higher percentage of positive cells
and senescence was significantly decreased when trolox was added
('p < 0.001) (Fig. 6).

4. Discussion

A549 cells were exposed to PM;g using a concentration
of 10 pg/cm? and the effect of 10 uM trolox, a hydroxyl
radical scavenger, was explored to investigate if the DNA
damage induced by PM;, is mediated by oxidative stress.

Table 2
Cell cycle distribution and apoptosis of A549 cells after PM;o exposure.

Cell phase (%) Apoptosis (%)

GO0-G1 G2-M S
CT 58.6+4.6 144+7.0 26.8 £10.1 0.03 £ 0.005
PMio 57.7+2.7 16.9+4.7 25372 0.07 £0.01
PM;o+TIx 54.1+79 20.3 £6.6 27.8+9.9 0.02 £ 0.005

CT: control: PM;q: airborne particulate matter (10 ug/cm?); PM;q + Tx:
airborne particulate matter (10 ug/cm?) plus trolox (10 um). Cell cycle
distribution and apoptosis after 24 h of PM; exposure were measured by
cytometry flow. Data are mean + SD of 3 independant experiments.

One of the most important characteristics of PMyq is their
ability to penetrate into the thoracic part of the airways,
where they could have adverse effects [33]. The effects ob-
served in this work could be attributed to the components
of PM, including polycyclic aromatic hydrocarbons [34];
endotoxin [35]; metals such as copper, iron, nickel, vana-
dium, zinc and lead [35]. Though it is true that some com-
ponents of PM;q such as metals can be internalized by the
cell, some compounds execute their effects even when
they cannot enter to the cell. For example, the endotoxin,
which executes its effects thought the stimulation of
Toll-like receptor 4, a receptor that is expressed in A549
cells [36] while other PM;q components such as metals
can enter to the cell. On the other hand, the concentration
of PM; used in this study (10 pg/cm?) did not find any de-
cline in the viability; hence, we consider it a sub-lethal
concentration, a condition that is unable to induce evident
or immediate damage. The present data, using this concen-
tration, indicate that exposure of A549 cells to PM;q leads
to rapid induction of DSBs formation, measured by the co-
met assay (Fig. 1). It should be stressed that the conditions
used in this work are enough to induce DNA damage even
when cells showed no apoptosis. A good correspondence
was seen between the rise in expression of both YH2A.X
and phospho-ATM induced by PM;, (Fig. 3), which sug-
gests that ATM mediated H2A.X phosphorylation in re-
sponse to oxidative stress, because trolox was able to
prevent this activation. Since we found an increase in
phospho-ATM after PM;, exposure, we searched for
changes in 53BP1 since it is a substrate for ATM. We found
53BP1 over-expression after PM;q exposure and it was hin-
dered when trolox was added (Fig. 2). This over-expression
is related to ROS increase and DNA repair. Indeed, 53BP1 is
associated with a number of proteins involved in DSBs re-
pair including Mrel1, phospho-ATM (S1981), and phos-
pho-Chk2 (T68) [37]. On the other hand, the expression
in phospho-ATR after PM;o exposure decreased and was
not modified by trolox treatment (Fig. 2). At this point, it
is important to notice that ATM exists as an inactive dim-
mer and requires autophosphorylation for its activation
[38] whereas ATR is recruited and interacts with an ATR-
interacting protein, as part of it mechanism of activation
[39-41]. The decrease in phosphorylated ATR could be
attributed to the binding between ATR and its interacting
protein. These findings allow us to visualize genomic insta-
bility since PM;q induces an activation of DNA damage sen-
sors (53BP1), transducers (ATM/ATR), and effectors
(YH2A.X). The ATM and ATR kinases activate their down-
stream target proteins by phosphorylating specific serine
or threonine residues, and Chk1 and Chk2 are particularly
important because they phosphorylate additional sub-
strates to maintain chromosome stability after various
DNA damaging insults. Chk2 is known to mediate diverse
cellular responses to genotoxic stress. The fundamental
role of Chk2 is to regulate the network of genome-surveil-
lance pathways that coordinate cell cycle progression with
DNA repair and cell survival or death. Here, we show a
Chk2 protein increase with no changes in phosphorylated
protein after PM;o treatment. It is well-established that
after DNA damage, there is a recruitment of proteins
including Chk2. This increase occurred without changes
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Fig. 6. (A) Senescence-like induction associated p-galactosidase activity on A549 cells exposed to airborne particulate matter (PM;o) (10 pg/cm?) and trolox
(TIx) (10 uM) after 48 h. (B) Percentage of | -galactosidase positive cells counted after PM;o and PM;, plus Tlx (10 pM) exposure. Data are mean + SD (n = 3,

"p <0.001).

in phospho-Chk2 after 24 h of PM;¢ exposure (Fig. 4), but it
could be possible that phospho-Chk2 was under normal
conditions at this point, just when the phosphorylated pro-
tein had decreased. This proposal is based on the recent re-
port that the maximum expression of phosphorylated p53
at S15 overlaps in time with the peak of Chk2 activation
but not with ATM activation and H2A.X phosphorylation,
both of which crested 1-2 h after the treatment with an
inhibitor of DNA topoisomerase I [42]. In fact, that report
demonstrates a rapid H2A.X phosphorylation in A549 cells
after exposure to a DNA topoisomerase I inhibitor, with the
maximal rate occurring during the initial 2 h and peaking
at 2 h of treatment [42]. However, the Chk2 activation oc-
curs at a slower pace, peaking at 4 h [42]. In contrast, we
found an increase in phospho-Chk1 (S317) after 24 h of
PM;o exposure with no changes when trolox was added
(Fig. 4). Phospho-Chk1 is a key element in the DNA damage
response pathway and plays a crucial role in G2/M check-
point after activation by ATR. Both, Chk1 and Chk2 have
important roles in this process through multiple mecha-
nisms. For example, Chk1 controls the proper timing of mi-
totic onset by phosphorylating Cdc25A, which is mainly
expressed in G1, but at the end of mitosis, Cdc25A levels
rapidly decrease because of its degradation. In S and G
phases, Cdc25A is targeted for proteosome-mediated deg-
radation by Chk1 and Chk2. We found interestingly, a de-
crease in both Cdc25A and phospho-Cdc25A and trolox
was unable to prevent this change (Fig. 4). Since phos-

pho-Chk1 is increased after PM;o exposure and Cdc25A is
decreased, we propose that phospho-Chk1 phosphorylates
Cdc25A leading to its degradation, the major fate of
Cdc25A in response to DNA damage. In addition, an in-
crease in p53 phosphorylated at S15 and lack of MDM2, a
key negative regulator of the tumor suppressor p53 after
PM;o exposure and both effects were suppressed with trol-
ox treatment (Fig. 5). MDM2 expression is activated by
p53; the p53 increase led to an up-regulation of MDM2
in cells with wild type p53 (such as A549 cells used in this
study), however we observed just the opposite in this
work. Nevertheless, a clear increase occurred in both total
p53 and p53 phosphorylated at S15, together with an ab-
sence of MDM2, which could be attributed to the change
of all the protein to its phosphorylated form attenuating
MDM2-dependent export of p53 from nuclei to cytoplasm,
leading to nuclear retention of p53 [43]. At this point, we
demonstrated that PM;, at a sub-lethal concentration has
genotoxic effects as evident as DSBs, YH2A.X foci forma-
tion, and recruitment of 53BP1; to protect the genome,
cells activate ATM/ATR/Chk1/Chk2/p53 pathway. The use
of trolox, which acts as hydroxyl radical scavenger, is able
to prevent some of the alterations observed after PMq
exposure, demonstrating the important role of ROS as
mediator of PM;p-induced genotoxicity. The mechanism
by which ROS are formed is not completely described but
the transition metals from PM;o may contribute to ROS for-
mation by Fenton reactions to generate hydroxyl radicals
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[44].The trolox exposure protects the A549 cells from DNA
damage avoiding the activation of ATM/ART/Chk1/Chk2/
p53 pathway induced, at least in part, by hydroxyl radicals.
In this regard, when DNA is not properly restored after
checkpoint activation, cell cycle arrest or apoptosis could
be prepared by the cell machinery to provide time to carry
out the DNA repair or to protect the genome. While A549
cells exposed to PM;o sense and respond against DNA dam-
age by the activation of ATM/ART/Chk1/Chk2/p53 path-
way, the DNA repair efficiency is unknown, it is possible
that the effectiveness was incomplete, just as recently re-
ported by Mehta and colleagues [45]. Interestingly, they
found a 35% reduction in nucleotide excision repair capac-
ity, and five-fold increase in mutation frequency in human
cells exposed to urban PM, and a reduction in DNA repair is
associated with an increase in mutagenesis and, therefore,
carcinogenesis. In this work, although DNA seems to have
been repaired after PM;, exposure because it was possible
to detect DNA damage foci in which proteins related to
DNA repair pathways could be recruited, which lastly
guided the cells to a senescence-like state after 48 h. The
markers of cellular senescence include pl16INK4a,
p21CIP1/WAF1, PAI-1, phosphorylated H2A.X, activated
Chk1 and Chk2 [46,47]; the three last proteins underwent
expression changes after PM;q exposure. In addition, the
above proteins mentioned are linked to p53 expression,
which is strongly related to oxidative stress. Senescent
cells may be involved not only in impaired tissue regener-
ation but also in the inflammatory response, which is ob-
served after PM;q exposure in A549 cells [35,48].
Interestingly, DNA damage induced by benzo(a)pyrene diol
epoxide is associated with the development of cancer [49],
and bezo(a)pyrene is a constituent of PM;, [35]. In addi-
tion, trolox treatment was able to prevent the increase in
the percentage SA-B-galactosidase-positive cells by PMq
in A549 cells, demonstrating the important role of ROS in
the senescence-like induction. Indeed, there are reports
that demonstrate ROS participation in senescence [50,51]
through the involvement of p53 [52]. In spite of DSBs for-
mation, the increase in p53 activity and senescence-like
induction by PM;q exposure, the cell cycle arrest is not ob-
served. In this regard, it has been reported that those ele-
ments are not enough to maintain the cell cycle arrest
[53] and other proteins, such as p21Wa3fl/€P1/Sdil gpq
p16INK4a are needed to induce a permanent senescence
state [54-56]. On the other hand, it is known that the inac-
tivation of the DNA checkpoint kinases in senescence
events can restore cell cycle progression S phase and they
noted that efficient maintenance of cell cycle arrest in
senescent cells depends on the continued activity of DNA
damage checkpoint kinases, [46]. Based on the above infor-
mation, we suggest that DSBs formation and ROS genera-
tion induced by PM;o exposure are involved in the
senescent-like phenotype, and our observations could be
in the transition from reversible growth arrest but it is also
possible find a permanent one if the DNA damage persists.
Hence, a detailed senescence-induced mechanism must be
investigated to explain why PM;( exposure induces (SA)-p-
galactosidase activity but not cell cycle arrest. On the other
hand, if there is no cell cycle arrest even when the DNA
damage and the increase in ROS formation persist, these

alterations could lead to cancer development, since a good
correlation between PM;o exposure and the increase on
the risk of lung cancer has been observed [1-3]. Finally,
the present work provides strong evidence that there is
an activation of the DNA repair machine after 24 h of
PM;o exposure strongly related to ROS formation that
could provide and an adequate environment for cancer
development.
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JURADO
Prosidents Secretaria
DR. PABLO GUSTAVO DAMIAN MATZUMURA DRA. ANDREA MARISA GABRIELA DE
VIZCAYA RUIZ
Vocal Vocal
~
DRA. A BUCIO ORTIZ DRA. ONIGSBERG PAINSTEIN
UNIDAD IZTAPALAPA
Coordinacion de Sistemas Escolares

Av. San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, México, DF, CP 09340 Apdo. Postal 555-320-9000
Tels. 5804-4880 y 5804-4883 Fax: 5804-4876
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