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RESUMEN

Las aeroparticulas contaminantes (PM) ingresa al organismo por vias respiratorias
causando dafio a la salud por diversos mecanismos moleculares, las PM1o generan dafio al
DNA %, alteracion en los mecanismos de reparacion de DNA 2, cambios en la respuesta
antioxidante de las células ° y cambios en la apoptosis 4. Asi mismo se ha descrito que las
PM incrementan la mortalidad de cancer de pulmén y esto podria deberse a que las PM1o
modifican la respuesta tumoral a la quimioterapia. Uno de los mecanismos involucrados en la
guimioresistencia es a través de proteinas de transporte de membrana como MDR1, la cual
tiene un sitio de unién inespecifico que le permite el transporte de diversos sustratos, entre
ellos farmacos antineoplasicos como el cisplatino. Considerando los cambios moleculares que
causan las PM es posible que interfieran en la respuesta citotoxica del cisplatino. En el

presente trabajo exploramos dicha posibilidad en estudios in vitro.

Todos los procedimientos fueron realizados con la linea celular A549 obtenidas a
través de la ATCC. Se determind la Concentracion Inhibitoria 50% (ICso) del cisplatino
mediante el ensayo MTT, asi como una concentracion a la cual las PM1o no disminuyeran la
viabilidad celular. Se contd con 4 grupos de exposicion los cuales siguieron diferentes
esquemas de exposicién, se conté con un grupo libre de tratamiento (control), otro que fue
expuesto Unicamente a PM1o, otro que solo fue expuesto a laICso de cisplatino ( 21.07 uM) y
un cuarto grupo expuesto a ambos tratamientos. Al finalizar el protocolo de exposicion
determinamos viabilidad celular mediante citometria de flujo y niveles de la Proteina MDR1
por Western Blot. Los ensayos se realizaron por friplicado y se realizaron los andlisis
estadistico a través de GraphPad Prism 6.

Se encontrd la ICsp de cisplatino 21.07 uM, CI95%: 19.02-23.34 uM, al igual que se
demostro6 que la exposicion a 10p g/cm? de PMio por 72 horas no modifica la viabilidad celular.
Cuando se exponen las células a PM1o seguido por la ICso de cisplatino observamos una
prevision de la muerte del 4% comparada con la mortalidad obtenida cuando solo se
administra la ICso de cisplatino. En ninguno de los tratamiento observamos cambios en los
niveles de MDRL1.

A pesar de que la exposicion previa con PMio disminuye la actividad del sistema
antioxidante y la actividad del sistema de reparacion de DNA NER, la citotoxicidad del
cisplatino no se ve aumentada, lo que sugiere que las PM1o generan cambios en las células
que las protegen de morir por efecto del cisplatino.

Con base en nuestros resultados concluimos que la exposicion aguda a PMio
disminuye ligeramente la citotoxicidad del cisplatino, por lo que exposiciones cronicas de PMio

podrian sefialar como estas disminuyen la respuesta tumoral al tratamiento quimioterapéutico.



ABSTRACT

Contaminant aeroparticles (PM) enter the body through the respiratory system causing
damage to the health by different molecular mechanisms. The PM produces DNA damage,
alterations in the DNA repair systems, changes in the antioxidant response of the cells, and
alters in apoptosis. There’s also evidence that related increments in the levels of PM with more
mortality in lung cancer and this can be because the PM modifies the antitumoral response to
chemotherapy. One of the mechanisms implicated in chemoresistance is through membrane
protein transporters like MDRL, this protein has a nonspecific union site that helps the traffic of
different substrates, some of which are antineoplastic drugs like cisplatin. Considering
molecular changes caused by PM is it possible that PM can modify the cytotoxic response to

cisplatin. In this work, we explore this possibility through in vitro assays.

All the procedures were performed with the A549 cell line obtained through the ATCC.
We determined the 50% inhibitory concentration (ICso) of cisplatin through an MTT assay and
a concentration of PM1o that doesn’t interfere with cellular viability. We had four different groups
that follow different protocols of exposition, we had a group free of treatments (control), another
that only was exposed to PM1o, another group with only exposure to cisplatin (21.07 uM), and
finally a group that received both treatments. At the end of the exposition protocol, we
determined cellular viability by flow cytometry and levels of MDRL1 protein by Western Blot. All

the assays were made in triplicate and analyzed through GraphPad Prism 6.

We found the ICso of cisplatin 21.07 pM, CI95%: 19.02-23.34 uM, also we
demonstrated that the exposition to 10p g/cm? of PMa1o for 72 hours doesn’t modify the cellular
viability. The cells were exposed to 10u g/cm? de PM1o and then to the ICso of cisplatin we saw
a prevision of 4% of death compared to when we only exposed the cells to the ICso of cisplatin.

There are no changes in protein levels of MDR1 in any treatment.

Although that, the previous exposure to PMio decreased the activity of the antioxidant
system and the DNA repair system, and the cytotoxicity of the cisplatin doesn’t upgrade, this
suggests that the PMio makes changes in the cell that protects against death by the effect of
the cisplatin.

With our results, we concluded that the acute exposition decreases lightly the
cytotoxicity of cisplatin. Chronic expositions can show us how these particles decrease the

antitumoral response to the chemotherapeutic treatment.
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Introduccion

Contaminacion Ambiental

La contaminacion del aire se define como la presencia sostenida de sustancias
que por sus concentraciones pueden resultar dafiinas para la salud de los seres
vivos y el ambiente 5. El aire estd compuesto en su mayor parte por nitrégeno,
oxigeno, dioxido de carbono, gases nobles y agentes contaminantes, los cuales
pueden originarse por fendmenos climatolégicos, desastres naturales o producto

de la actividad humana 6.

Si bien existen una gran cantidad de agentes contaminantes, para evaluar la
calidad del aire solo se miden seis, los cuales son considerados criterio. Esta
denominacion se originé durante la elaboracion del acta de calidad de aire realizada
por la EPA (Enviromental Protection Agency) en los afios 70, en donde se reconocio
el dafio que generan estos seis contaminantes a la salud humana y al ambiente 7,
ademas de establecer los limites permisibles de estos. Los contaminantes criterio
son: O3, CO, SO2, NO2, PM1oy PM258; siendo PM las aeroparticulas contaminantes;

y son utilizados para determinar la calidad de aire de un sitio.

A nivel nacional, la calidad de aire es monitoreada a través de estaciones que
registran la presencia y concentracién de estos contaminantes. Estas estaciones se
encuentran distribuidas alrededor de casi todo el pais, con excepcion de Quintana
Roo y Baja California Sur. La red mas grande de monitoreo se encuentra en la Zona
Metropolita del Valle de México, con 23 estaciones °. Los limites permisibles para
cada contaminante criterio son dictados por las Normas Oficiales Mexicanas (NOM).
En la tabla 1 se muestran los limites para cada contaminante criterio en cuanto a lo

gue marca la NOM para nuestro pais.



Tabla 1. Normas Oficiales Mexicanas que determinan los limites aceptados de los

contaminantes del aire.

Contaminante Norma Descripcién
Di6xido de azufre (SO2) NOM-022-SSA1-2019 0.040 ppm, maximo promedio de 24
horas.

Monéxido de carbono (CO) NOM-021-SSA1-2021 9.0 ppm, maximo anual como
promedio movil de 8 horas

Didxido de nitrdgeno (NO2) NOM-023-SSA1-2021 0.106 ppm, maximo diario promedio
movil de 1 hora

0.021 ppm, promedio horario anual
Ozono (O3) NOM-020-SSA1-2014 0.090 ppm, promedio horario

0.065 ppm, maximo diario promedio

mévil de 8 horas.
Particulas menores a 10 NOM-025-SSA1-2021 70 pg/m?3, promedio 24 horas

micrometros (PMuo) 36 pg/m3, promedio anual
Particulas menores a 2.5 41 ug/m?®, promedio 24 horas
micrémetros (PMz.5) 10 yg/m?3, promedio anual

La contaminacion del aire es un problema que afecta a ciudades altamente
contaminadas como la Ciudad de México. De hecho, en el afio 2020 la Ciudad de
México se encontré entre las 50 ciudades con peor calidad del aire en el mundo 1°,
Dos ejemplos de las repercusiones de la contaminacion del aire en ciudades
altamente contaminadas son: El suceso de Londres en el afio de 1952, en el que se
presentd un episodio de contaminacion del aire que caus6 una elevada muerte
repentina de sus ciudadanos *'. Ademas de un evento importante reportado en la
Ciudad de Meéxico que mostrd una correlacion entre un aumento en la
hospitalizacion de nifios con asma en el Hospital Infantil de México y un incremento

de los niveles de o0zono en el ambiente 12,

A pesar de que existen sectores que pueden verse mas afectados a este tipo de
contaminacion, ya sea por profesion 3, sector social 14, estado de salud o edad,

todos estamos expuestos a la contaminacion, es por ello la importancia de regular



y controlar la emision de contaminantes, ya que, segun la OMS el 90% de la

poblacién mundial respira aire contaminado *°.

En el 2016 cerca de 7 millones de muertes prematuras estuvieron asociadas a
la contaminacién del aire °, y existe evidencia que la relaciona con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares 8 y respiratorias 17:'8. Asi mismo, la contaminacion
del aire ha sido reconocida como un agente carcinogénico de grupo 1 de acuerdo a
la IARC %20, Este reconocimiento se ha otorgado al aire contaminado, incluidas las
PMioy PMz2s.



El Material Particulado

El material particulado (Particulate matter), aeroparticulas contaminantes o las
PM son un mezcla compleja de particulas que se encuentran suspendidas en la
atmosfera en forma de sélidos o gotas de liquidos 2! las cuales provienen de fuentes
directas o se forman a través de reacciones dentro de la atmosfera, teniendo un
origen de fuentes naturales (erupcién volcanica) o antropogénico (actividades

industriales) 22.

Las PM en consecuencia estan conformadas por diversos componentes de
naturaleza inorganica; con metales como: fierro, cobre, zinc y vanadio. De origen
organico en donde estan presentes hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’S)
tal como: benzopireno (BaP), benzofluoranteno y benzoperileno. Ademas,
presentan productos de origen biolégico como las endotoxinas bacterianas 23. La
concentracion y composicién de las PM varia dependiendo del sitio geogréfico,
temporada del afio y durante el tiempo que permanecen en la atmdésfera, ya que las
actividades humanas asi como los fendbmenos naturales de la zona caracterizaran
a los componentes presentes en las PM, otro factor que modifica la concentracion

y composicion de los componentes son las estaciones del afio 4.

Este fendbmeno puede presentarse en una misma ciudad, como la Ciudad de
México. Por ejemplo, en un estudio realizado en el afio 2009 se caracterizé la
composiciéon del PM en la zona norte de la ciudad, siendo los principales
componentes quimicos: CO, EC, SO4 %, NOs, NH4", Si, Fe y Ca 2%, sin embargo en
el 2015 Chirino reporto la abundancia de otros compuestos como; Al, P, S, Cl, K,
Pb, Cr, Ti, Mn, Ni, Cu; ademas de los previamente descritos en un estudio posterior,
en el que se analizaron PM de la zona de Xalostoc, que se encuentra ubicada al

norte de la Ciudad de México, la cual se caracteriza por ser una zona industrial 26.

Las PM se clasifican segun el tamafio aerodinamico equivalente de las
particulas. Esta agrupacion por equivalencia se debe a que las PM no tienen una

forma definida. Por ello se agrupan en moléculas segun el diametro y la distribucion



gue tendria una particula esférica en el aire 2’. De acuerdo con esto existen las
PMy, cuando el tamafio aerodindmico es menor a 10 ym, PM,s para un tamafio

menor a 2.5 pm y PMo1 para particulas menores a 0.1 ym.

Si bien, existen particulas contaminantes con otros tamafios mas grandes, estas
fracciones no son relevantes. Las PMy Yy las PM,s tienen la capacidad de ingresar
a las vias respiratorias profundas de los humanos, e inducir efectos adversos en la
salud, debido a su composicion. Por ello las PM1o y PM25 son consideradas como
contaminantes criterio y se tiene establecido los limites permisibles en el aire, tanto

por la OMS como por las normas mexicanas (Tabla 2).

Tabla 2. Directrices de limites permitidos diarios y anuales de PM,s y PM1o propuestos

por la OMS y México.

CONTAMINANTE PM1o PM;s
Niveles maximos permisibles 45 pg/m® media diaria. 15 yg/m® media diaria
mundial (WHO., 2021) , )
15 pg/m® media anual 5ug/m3® media anual
Niveles maximos permisibles en 70 pg/m3 media diaria 41 pg/m3 media diaria
México (NOM-020-SSA1-2021) ,
36 pg/m3 media anual. 10 pg/m3 anual.

Segun el tamafio de particulas, las PM puede depositarse a diferentes niveles
del sistema respiratorio. Las PM1o y PM2s ingresan al organismo a través de la
respiracion. Las PMz1o se depositan en las vias respiratorias superiores mientras que
las PM2s y las particulas ultrafinas pueden viajar hasta los bronquiolos terminales y
alveolos donde se incorporan a la circulacion sanguinea ya que atraviesan la barrera
aire-sangre. De esta forma pueden llegar a cualquier érgano y causar dafio 28. Debe
considerarse que dentro del material particulado PM1o estan presentes también el
material particulado PM2.sy PMo.1, tal que, los efectos causados por las PM se deben

a la suma de todas ellas.

Si bien, el reconocimiento de la IARC a las PM como carcindgeno reside en

estudios donde se describe una relacion entre un aumento en la concentracion de



exposicién a PM y un aumento en la incidencia de cancer de pulmon en residentes
de zonas altamente contaminadas; como ciudades industrializadas o densamente
pobladas 2°2%; también hay evidencia que demuestra la relaciéon entre un aumento
en la concentracién de las PM y un incremento de la mortalidad de pacientes con

cancer de pulmén 3733,

Mediante estudios toxicoldgicos, se ha descrito que las PMz1o inducen dafio al
DNA 1, inestabilidad gendémica 34, alteracién en los mecanismos de reparacion 2,
cambios en la respuesta antioxidante de las células 23®; asi como alteracién en
procesos apoptéticos 4. Considerando la composicion heterogénea del material
particulado se debe reconocer que las PM actian por diferentes mecanismos a
través de sinergismos y antagonismos y que la consecuencia de estos cambios

moleculares conlleva al desarrollo de distintas enfermedades.

Es por ello que se reconoce a las PM como un factor de riesgo en el desarrollo
de cancer 3436, Si bien, existe evidencia que demuestra que las PM participan en el
desarrollo de distintas neoplasias 37, particularmente en el desarrollo de cancer de
pulmén 3239 hasta este momento se desconoce como las PM podrian intervenir
sobre tumores ya establecidos, como el hecho de que las PM puedan tener impacto
en la respuesta a los farmacos antineoplasicos, considerando las alteraciones que

las PM generan a las células.



Cancer de Pulmoén

El cancer de pulmon se origina por el crecimiento descontrolado de células
epiteliales y se clasifica en dos grandes grupos, segun las caracteristicas
macroscopicas de las células del tumor. Existe el Cancer de Pulmén de Células No
Pequefias (NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer), que agrupa entre un 85-90% de
los casos de cancer de pulmén y puede ser diferenciado del Cancer de Pulmon de
Células Pequenias (SCLC, Small Cell Lung Cancer) por el aspecto que tienen las
células tumorales al ser observadas bajo un microscopio, ya que en el SCLC las

células tienen un tamario considerablemente pequefio 4°.

A su vez el NSCLC también puede ser categorizado en funcion del tipo de célula
epitelial de origen 442, Cuando las células producen moco se genera
adenocarcinoma, surgido de tejido pulmonar periférico, este subtipo histoldgico es
el mas frecuente en los pacientes representando un 70-80% de los casos
(Rafiemanesh et al., 2016). En caso de que provenga de células que recubren las
vias respiratorias se trata de carcinoma de células escamosas, estas se encuentran
cerca de un bronquio principal. Cuando el tumor no tiene su origen en ninguna de
las células anteriores se considera carcinoma de células grandes, surgido de tejido

pulmonar periférico.

El cancer de pulmon se estratifica en diferentes etapas considerando el tamafio
del tumor (T), si este se ha extendido a nddulos (N) linfoides y si se presentan
metéastasis (M) (Figura 1) (Bade & Dela Cruz, 2020; Gridelli et al., 2015). La
estadificacion nos permite reconocer la progresiéon de la enfermedad en los
pacientes con cancer de pulmén y con ello establecer el mejor tratamiento para su

padecimiento “°.



FASES DEL CANCER DE PULMON

| Pulmén
- —— sano

Displasia
Proliferacion
celular reversible.

CANCER

Estadio |
= Tumor menor de 3 cm. No se ha extendido
a ganglios linfaticos ni a otros érganos.

e—llll-

Estadio Il
#)—EI tumor se ha extendido a los ganglios
linfaticos mas cercanos al tumor (en la raiz
del mismo pulmén).

Estadio Il

@ —El tumor se ha extendido a ganglios
linfaticos alejados del tumor o ha invadido
otros tejidos no pulmonares cercanos (por
5y ejemplo, vasos del espacio entre los dos
i pulmones, corazén, eséfago, etc).

Estadio IV

@—El tumor ha producido metastasis en otros
érganos del cuerpo. Los mas frecuentes:
cerebro, huesos, glandulas suprarrenales,
pulmén opuesto e higado.

Figura 1. Estadificacion del cancer de pulmén segun los parametros TNM. (Tomado de
Zarogoulidis et al, 2013*).

Si bien, el cancer de pulmén es la tercera neoplasia con mayor incidencia a nivel
mundial, ocupa el primer lugar en mortalidad. En México, el cancer de pulmon ocupa
el 3er lugar en incidencia y el 5to en mortalidad “6. La elevada mortalidad que
presenta esta neoplasia se debe a distintos factores, uno de ellos es el diagndéstico.
Generalmente el cancer de pulmon se diagnostica en los estadios mas avanzados
de la enfermedad (Il y V) lo que complica el buen pronéstico para los pacientes ’.
Dadas las caracteristicas sintomaticas de los pacientes el cancer puede ser
confundido con otros padecimientos del sistema respiratorio. Otro factor importante
en el pronostico de pacientes con cancer de pulmén son las comorbilidades que
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presentan los pacientes, debido a que muchos de los pacientes con cancer de

pulmoén también suelen padecer enfermedades cardiovasculares.

Asi mismo, una elevada mortalidad puede estar relacionada con la falta de
eficacia del tratamiento lo cual puede llevar a una falla terapéutica. Esta falla puede
deberse a una mala eleccién del tratamiento; asi como a resistencia a los farmacos
suministrados “8. Ademas, también intervienen factores como el estilo de vida, los

habitos alimenticios 4°.

Aunque el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmoén es el
tabaquismo, existe también un aumento de casos en pacientes con cancer de
pulmén no fumadores, los cuales han sido vinculados a la contaminacion ambiental
y la exposicion a las PM %0, siendo el adenocarcinoma el principal subtipo histolégico
relacionado a la exposicion a las PM 5%, Los tumores asociados a la exposiciéon a
PM son distintos a los asociados a tabaquismo #?, sus caracteristicas estan aun por
ser definidas, pero podrian presentar una respuesta diferente al tratamiento

farmacoldgico y en consecuencia un tratamiento especifico.



Quimioresistencia a cisplatino

El cancer de pulmén puede ser tratado bajo diferentes esquemas, la eleccion
del tratamiento mas adecuado dependera del estadio clinico del tumor, asi como de
las caracteristicas propias del tumor, esta eleccion tiene soporte en guias
nacionales e internacionales de tratamiento 44°2. Sin embargo, en la mayoria de los
casos la quimioterapia sera administrada como tratamiento Gnico o de apoyo. En la
guimioterapia se utilizan farmacos de origen sintético destinados a generar la

muerte de las células cancerosas 4°.

Entre los agentes quimioterapéuticos indicados para el tratamiento de cancer de
pulmon se encuentra el cisplatino (Figura 2). El mecanismo de accion por el cual el
cisplatino ejerce su efecto citotéxico no esta completamente definido, sin embargo,
se ha descrito que es el resultado de la formacion de aductos intra e intercatenarios
en el DNA. Debido a que el farmaco tiene una mayor afinidad por las purinas, se
une preferencialmente al a&tomo N7 de residuos de guanina, por ello los aductos

mas comunes son: 1,2-(GpG) y d(ApG) 3.

Cl.,  NH;

1, ‘\\"

Pt
cl”” SNH,

Figura 2. Estructura del cisplatino. La molécula del cisplatino es un complejo de
coordinacién de platino el cual esta unido a dos grupos amino y dos cloruros. Es un agente
alquilante que se une a biomoléculas como el DNA, lipidos y proteinas.

Los aductos formados seran responsables de detener la proliferacion celular
y conducir a la apoptosis por dos vias distintas: apoptosis mitocondrial via p53 y
cascada apoptoética inducida por caspasa-8 dependiente del ligando Fas/Fas %
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Por su bajo costo el cisplatino es el tratamiento indicado en la mayoria de los
casos ya sea solo o en combinacion. Sin embargo, puede presentarse resistencia a
este tratamiento. En el area clinica se reconocen dos tipos de resistencia: la innata
y la adquirida ®°. La resistencia adquirida es frecuente y resulta de una primera
exposicidn al farmaco que resulta en una pérdida de eficacia cuando se requiere
emplear para una remision. Mientras que, en la resistencia innata, el tumor no se ve
afectado por el tratamiento con cisplatino desde su primer administracion y esta
relacionado a condiciones particulares del paciente y de su tumor que impiden que
el farmaco ejerza su efecto citotéxico. Esto puede tener un origen desde el
nacimiento del individuo o bien por un agente que modifique los sistemas biologicos
de las células de forma que estén establecidos los mecanismos de resistencia al

cisplatino previo a su administracion 6,

Un paciente puede ser sensible o resistente al cisplatino de acuerdo con el
periodo de uso entre la primera y segunda incidencia, si el tiempo es mayor a 2
afios en un 70% de los casos el tratamiento es efectivo, sin embargo, si el tiempo
de uso es menor a dos afios es muy probable que el tumor no responda al

tratamiento °’.

Los mecanismos de resistencia al cisplatino son diversos, por lo que la
resistencia puede deberse a la interaccién entre ellos mismos més que la presencia
de alguno de forma individual. Estos procesos se enumeran y muestran en la figura
3%,

e Alteracidon en la acumulacioén de cisplatino
e Inactivacion citosdlica del cisplatino

e Alteracién de los sistemas de reparacion del DNA
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Figura 3. Mecanismos moleculares de resistencia al cisplatino. Disminucion de la
concentracion intracelular por el transporte de cisplatino, aumento de la conjugacion de
cisplatino con moléculas antioxidantes y aumento de la reparacion de aductos del cisplatino

por mecanismos de reparacion del DNA.

Alteracion en la acumulacion de cisplatino

A un pH fisiologico, el cisplatino se hidrata con facilidad, cambiando su
estructura quimica por el reemplazo de una molécula de amonio por una molécula
de agua (Fig 4), dando como resultado una molécula con carga neutra que puede
difundirse por la membrana plasmatica por difusion pasiva aprovechando un

gradiente de mayor a menor concentracion 8,
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Figura 4. Mecanismo de hidratacion del cisplatino
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Ademas de la difusion pasiva, existen otras formas de transporte del
cisplatino. Sin embargo, el mecanismo principal de transporte del cisplatino se da a
través de transportadores de membrana. Entre los transportadores de ingreso del
cisplatino a las células destacan los transportadores de cobre (CTR1y CTR2) y los

transportadores de cationes organicos (OCT) *°.

Para que el cisplatino ejerza su efecto debe entrar al citosol de las células,
por lo que una alteracién en la concentracion intracelular de cisplatino puede resultar
en un incremento o disminucién del efecto citotoxico del farmaco €. La resistencia
a cisplatino esta dada por dos situaciones; ya sea por una disminucién de la entrada

del cisplatino o un incremento en la salida del farmaco de la célula.

CTR1 es el principal transportador de entrada para cisplatino. Su inhibicién
produce a una disminucién en la entrada de cisplatino en las células . Mientras
que al realizar un knockdown del transportador CTR2 se mejora el influjo de
cisplatino a la célula; asi como su efecto citotoxico 62. Ademas, una disminucion en
la expresion del gen SLC31A1 que codifica para el trasportador CTR1 resulta en

resistencia al cisplatino °.

Adicionalmente, la familia de transportadores organicos (OCT) también
participan en el transporte de cisplatino, permitiendo la entrada de este a las células.
Las proteinas derivadas del gen SLC22 son las principales involucradas en este

mecanismo, siendo OCT1, OCT2 y OCT3 los transportadores mas destacados 63

Por otro lado, un aumento en la eliminacion de cisplatino evita que este
permanezca en el citosol y en consecuencia disminuya su efecto citotoxico. Esta
eliminacién puede estar mediada por transportadores de membrana dependientes
de ATP, ya sean de la familia tipo “P” o “ABC"%4.

El cisplatino se extruye mediante los transportadores ATP7A y ATP7B los
cuales pertenecen a los transportadores dependientes de ATP de tipo “P”. A su vez
son proteinas encargadas de la eliminacion de cobre de las células. Un descenso

en la expresion de estos, ha sido asociado con enfermedades como la enfermedad
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de Wilson y Menkes . Por su parte, niveles altos de ATP7A han sido descritos en

tumores NSCLC resistentes a cisplatino 6.

Otros transportadores de interés para la extrusion del cisplatino son los
derivados de la familia ATP-Binding cassette (ABC), como los pertenecientes a la
subfamilia C, que engloba proteinas asociadas de resistencia a multiples farmacos
(MRP’s). Estos transportadores son responsables de la eliminacion de cisplatino
conjugado con glutation (GSH). La sobreexpresion de MRP1 y MRP2 (también
conocida como cMOAT o Transportador canalicular de aniones organicos
multiespecifico) esta asociada a un incremento en la resistencia al tratamiento con

cisplatino 6768,

Otra proteina perteneciente a la familia ABC es MDR1 (Multidrug resistance
Protein 1), la cual es una proteina de transporte de membrana que en condiciones
fisiologicas normales esta encargada de la eliminacion de xenobiéticos en cerebro
y sistema digestivo %. Esta codificada por el gen ABCB1, y un aumento en los
niveles de esta proteina se han relacionado con resistencia a cisplatino 8° asi como

a otros farmacos como vincristina, doxorrubicina, paclitaxel y etopdsido®.

Un aumento en la expresion de MDR1 puede deberse a una desregulacion del
gen ABCB1, a nivel epigenético, la metilacidon de su gen, conduce a un aumento de
la transcripcion de MDR1, asi mismo ABCB1 puede estar regulado por factores de
transcripcion como NF-kB o AP-1 L, A nivel de proteina la regulacién de MDR1 esta
mediada por cambios postraduccionales como la glicosilacion, fosforilacion y

ubiquitinacién 72,
Inactivacion citosolica del cisplatino

Después de que el cisplatino se hidrata, se genera una molécula altamente
electrofilica que no solo es capaz de reaccionar con centros nucleofilicos presentes
en el DNA, o proteinas, sino también con otras moléculas presentes como son

moléculas del sistema antioxidante como glutatién o metalotioneneinas .

Un aumento en la concentracion de glutation reducido al igual que un

incremento en los niveles de las enzimas responsables de la sintesis y conjugacion
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de glutatidon: glutation cisteina ligasa, glutation sintetasa, glutation s-transferasa
participan en la disminuciéon de la eficacia del cisplatino 3. Ademas, este
mecanismo de resistencia funciona en conjunto con la excrecion de cisplatino a
través de los transportadores MRP1 MDRZ2, los cuales son transducidos por los

genes ABCC1 y ABCC2 respectivamente 6.

Alteracion de la reparacion del DNA

Cuando se reconocen dafios en el DNA existe diversos mecanismos de
reparacion del DNA que buscan solucionar estos errores y evitar la muerte celular
4. Debido a que el principal mecanismo citotéxico del cisplatino es el dafio al DNA
por la formacion de aductos intracatenarios e intercatenarios °3; los aductos
formados deben superar la tasa de recuperacion del DNA para lograr que el dafio
generado conduzca a la apoptosis. Por ello, un aumento en la actividad de los

mecanismos de reparacion del DNA puede conducir a la ineficacia del farmaco %7,

Las proteinas MSH2, MLH1, MSH6 pertenecientes al sistema de reparacion
de errores de emparejamiento o Miss Match Repair (MMR), reconocen el aducto
formado por el cisplatino, pero son incapaces de remover el aducto por si mismas,
por ello se produce la muerte de la célula cancerosa 6. Se ha descrito que una
disminucién en la expresion de estas proteinas podria estar involucrada en la

resistencia del tratamiento 7.

Los aductos de cisplatino son reconocidos por el sistema de escisién de
nucleétidos (NER por sus siglas en ingles Nucleotide Excision Repair) 5378, Este
sistema esta conformado por mas de 30 proteinas que reconocen el dafio,
establecen una estructura de reconocimiento en el sitio, escinden los nucleétidos
dafiados y los sustituyen por nuevos “°. Este es el principal mecanismo de
reparacion de aductos formados por cisplatino, y se han asociado niveles altos de

ERCC1; la cual es una proteina de reconocimiento; con resistencia a cisplatino 8981,
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Justificacion

Se ha establecido una relacién fuerte entre la exposicion a la contaminacion del
aire con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y respiratorias. Asi mismo
se ha reconocido el dafio a la salud que causan los componentes de la

contaminacion del aire de forma individual.

Existe la evidencia suficiente para vincular la exposicién a PMio con el desarrollo
de cancer de pulmén, principalmente con el subtipo histolégico adenocarcinoma. El
cual pertenece al NSCLC el cual es el subtipo de cancer de pulmdn que representa
un 80-90% de los casos de cancer. A su vez, el subtipo histol6gico adenocarcinoma

es el tumor mayaoritario entre estos pacientes.

Las PM1o no solo son un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmon,
también se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre un incremento
tanto de incidencia como de la mortalidad de pacientes con cancer de pulmon en

zonas con alta concentracion de PM 32.33.82,

Este incremento en la mortalidad de los pacientes podria estar relacionada con
factores como la presencia de comorbilidades, asi como con la falla terapéutica.
Hasta el momento se desconoce como las PM modifican tumores preexistentes y
las repercusiones que podria generar en la evolucion y tratamiento del cancer de
pulmoén en pacientes que viven en zonas altamente contaminadas. Debido a los
cambios moleculares que generan las PM, estas podrian intervenir en el desarrollo
de quimioresistencia al cisplatino, ya que interfieren en mecanismos moleculares de
resistencia al cisplatino como alteraciéon en los mecanismo de reparacion de DNA,

asi como mecanismos antioxidantes.

Por lo anterior, es necesario establecer si el material particulado podria generar
resistencia al cisplatino y explorar los mecanismos moleculares por los cuales las
PM modificarian la respuesta al cisplatino en células de cancer de pulmoén de seres

humanos.
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Hipotesis

Las PMio incrementan los niveles de la proteina transportadora MDR1 generando

resistencia a cisplatino en células de carcinoma pulmonar A549.

Objetivo General

Determinar el efecto de PM1o sobre los niveles de la proteina transportadora MDR1
y su impacto sobre la citotoxicidad del cisplatino en células de carcinoma pulmonar
AbB49.

Objetivos especificos

a) Evaluar los niveles de MDR1, en células A549 expuestas a material particulado
(PM1o).

b) Evaluar el efecto del material particulado (PM1o) sobre la citotoxicidad del
cisplatino en células A549.

c) Determinar si el material particulado (PM1o) reduce la citotoxicidad de cisplatino
a través del aumento de niveles de MDR1 en células A549 y su impacto en

apoptosis.
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Metodologia

Cultivo celular

Todos los procedimientos fueron realizados en la linea celular humana,
derivadas de adenocarcinoma pulmonar (A549), la cual se obtuvo de la American
Type Cell Culture (ATCC) con numero de catalogo CCL-185. Las células fueron
cultivadas con medio F-12 Kaighn’s (GIBCO, 21127-030) modificado vy
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Suerum, FBS; GIBCO,
16000044). Los ensayos fueron realizados con pases tempranos de la células,
considerando como minimo para uso el tercer pase y como maximo el décimo pase.
La linea celular A459 es util para el estudio de cancer de pulmén de células no
pequefias pues tienen un comportamiento similar a las células pulmonares
epiteliales alveolares de tipo Il, las cuales estan encargadas de recubrir la superficie
del pulmén y tienen la funcién de producir surfactantes a través de los cuerpos
lamelares. Ademas, es de tipo adenocarcinoma por lo que las células A459 son un

buen modelo para el estudio del cancer de pulmén de células no pequefias 2.

Determinacion de la curva de crecimiento celular

Se determind que 4000 células es una adecuada densidad para los ensayos
gue se realizaron en placas de 96 pozos, para ello se sembraron 4000 y 5000
células A549 por pozo en placas de 96 pozos (Thermo Scientific, 167425); cada
pozo tiene un area de 0.33 cm?. Se permitié el crecimiento celular por 120 horas,
simulando las condiciones de temporalidad de nuestro ensayo de exposicion. El
medio de cultivo se sustituyé cada 48 horas por medio fresco para permitir la
administracion de nutrientes. Al finalizar las 120 horas de crecimiento, se adicion6
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)] (Invitrogen, M6494) y 4 horas
después se agregéb DMSO (Dimetilsulfoxido) para disolver los cristales de formazan.

La viabilidad se determiné mediante absorbancia utilizando dos longitudes de onda
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(570 y 650 nm) con ayuda del programa Icontrol en el equipo TECAN infinite M200
PRO. La adiciéon de MTT permitié cuantificar la viabilidad de forma indirecta pues
este ensayo establece la actividad metabdlica mediante un ensayo colorimétrico
basado en la transformacién del tetrazolio en cristales de formazan, por la actividad
de enzimas deshidrogenasas mitocondriales. Asi mismo, se traslado6 esta densidad
celular en placas de 6 pozos siendo 120, 000 células la que mostraron una mejor

densidad celular.

Determinacion de la ICso del cisplatino

Primero se determind la concentracién inhibitoria 50 (ICso Inhibitory
Concentration por sus siglas en inglés), del cisplatino (Sigma, P4394), a traves del
ensayo MTT. Para ello se sembraron 4000 células A549 por pozo en placas de 96
pozos (0.33 cm2), las cuales fueron tratadas por 48 horas con diferentes
concentraciones de cisplatino (1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100 y 120 uM), al
finalizar la exposicion, se adicion6 MTT y 4 horas después se agregdé DMSO
(Dimetilsulfoxido) para disolver los cristales de formazan. La viabilidad se determino
mediante absorbancia utilizando dos longitudes de onda (570 y 650 nm). La primera
de estas se empled para eliminar el ruido ocasionado por el rojo fenol incluido en el
medio de cultivo F12K, mientras que la segunda es la longitud que excita al

formazan generado por las células viables.

Determinacion de la concentracion PMao

El material particulado se obtuvo a través de recoleccion usando un colector
de aire de alto volumen (GMW modelo 1200 VFC HVPM10 Sierra Andersen) con un
flujo constante de 1.13 m3/min. El sitio de recoleccion fue la zona sur de la Ciudad
de México que esta situado en la Zona Metropolitana del Valle de México y es

considerado de caracter residencial. Para la recuperacion de PM1o se usaron filtros
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de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 3.0 um (Sartorius AG). Las PM fueron
obtenidas de la membrana de manera suave con un bisturi. Las PMio fueron
guardadas en frascos libres de endotoxinas a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. El
material particulado PMio pertenece al afio 2017 y procede de la suma de la
recoleccibn mensual a lo largo de todo el afio, y la caracterizacion de los

componentes de las PM se describi6é previamente (72).

Para determinar si la exposicion a PMio modifica la viabilidad celular se
realiz6 nuevamente un ensayo de viabilidad por medio de MTT. Este procedimiento
fue realizado con diferentes concentraciones de PMio (5 pg/cm?, 10 pg/cm?, 20
ug/cm?), para encontrar una concentraciéon a la cual las PMio no tienen impacto
sobre la viabilidad celular, para ello se realiz6 un ensayo de viabilidad celular

mediante MTT a 72 con las concentraciones de PM1o mencionadas.

Protocolo de exposicion

Una vez obtenida la ICso del cisplatino y la concentracion de las PM1o que no
afectara la actividad metabdlica mitocondrial, las células fueron expuestas a ambos
tratamientos, esto se realiz6 considerando 4 grupos como se muestra en la tabla 3.
El grupo control no recibié ningun tratamiento, asi mismo se conté con un grupo que
solo fue expuesto a PMio y otro que solo fue expuesto a la 1Cso de cisplatino, el
cuarto grupo recibio PM1o + ICso de cisplatino y fue el determinante para medir el
efecto de las PM1o sobre la respuesta citotdxica del cisplatino. Para todos los grupos
se sembraron 120,000 células por pozo en placas de 6 pozos (Thermo Scientific,
140675). Después de un periodo de adherencia (24 horas) se realizé la exposicion
a PMiwo (10 pg /cm?) para los grupos correspondientes. 24 horas después y sin
cambiar el medio de cultivo se afiadio la ICso del cisplatino para los grupos que
recibian este tratamiento. Este procedimiento fue efectuado retirando 1 mL de medio
de cultivo al cual se le afadio la ICso de cisplatino. Finalmente, al transcurrir 120

horas desde el sembrado se realiz6 el ensayo correspondiente para determinar
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viabilidad celular y niveles de la proteina transportadora MDR1 de todos los grupos

(figura 5).

Tabla 3 Grupos experimentales con esquemas de tratamiento, la x representa que

recibi6 el tratamiento.

Cultivo celular A549

0 horas

GRUPO | Exposicion | Exposiciéon
a PM1o a lCso de
cisplatino
Control
PMaio X
ICs0 de X
cisplatino
PMio + X X
ICs0 de
cisplatino
(Fig. 5)
Tratamiento
CDDP
04: .
Tratamiento
PMao
L JL ?Empodacxposicién
f V/4 /4
24 horas 48 horas
Dia1 Dia 2 Dia 3

-
13 {F

Citometria de flujo Western Blot

120 horas
Dia 5

Figura 5. Protocolo de exposicion de las células A549 a PMyo y cisplatino (ICsp).
Cada dia representa 24 horas, por ello los desenlaces se realizan a las 120 horas después

del sembrado inicial.
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Viabilidad celular mediante citometria de flujo

Ademas de evaluar la viabilidad celular por el ensayo de MTT, también
evaluamos la viabilidad celular mediante citometria de flujo empleando yoduro de
propidio como marcador. Esta molécula se une a las células cuya membrana esta
disrumpida y se une a &cidos nucleicos, diferenciando células viables de
apoptéticas. Para ello se siguid el protocolo de exposicién descrito previamente.
Para llevar a cabo esta evaluacion, al finalizar el tratamiento, las células fueron
despegadas con tripsina-EDTA (ATCC, 30-2101) y transferidas a tubos de
citometria de flujo. Las muestras se centrifugaron por 3 minutos a 1200 rpm y se
realizé un lavado con PBS con 2% de SFB (GIBCO, 7011-044). Finalmente, se
resuspendio el botdn celular en la solucion de PBS con SFB al 2% y se adicioné
yoduro de propidio a una concentracién final de 10 ug/ml. Después de un periodo
de incubacion de 15 minutos, las muestras fueron leidas con el citbmetro de flujo
(FACScanto™ I Becton Dickinson Software: FACSDiva V.6.1.3).

Niveles de la proteina transportadora MDR1 por Western Blot

Los niveles de la proteina transportadora de membrana MDR1 se
determinaron mediante Western Blot, y se utiliz6 como un control positivo de la
presencia de MDR1, proteinas extraidas de la linea HepG2. Después del tiempo de
exposicion de los diferentes tratamientos previamente mencionados, se extrajeron
las proteinas de membrana empleando el amortiguador de RIPA modificado (Tris
50 mM pH 7.5, SDS al 1 %, Tritén X-100 al 1% y NaCl 150 mM) mas un coctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (HaltTM Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail). La cuantificacion de proteinas se realizd a través del método de &cido
bicinconinico, utilizando una curva de albumina como estandar (Thermo Fisher,
23209). Para el proceso de electroforesis se cargaron 30 ug de proteina por pozo
en geles de poliacrilamida de dos fases (10% y 6%) por una hora y media a un

voltaje constante (150 V). La transferencia de las proteinas se llevé a cabo en
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membranas de fluoruro de polivinilideno de 0.45 um (PDVF, Millipore, IPVH00010),
utilizando el protocolo estandar de transferencia (30 min a 1 A y 25V) del equipo
(Bio-Rad Trans-Blot Turbo) que permite una transferencia semiseca. Las
membranas fueron bloqueadas durante una hora en agitacion constante con una
solucion filtrada de albumina al 5% en TBS-Tween al 0.1%. Los anticuerpos
primarios fueron incubados en una dilucién 1:1000 para GAPDH (Cell signaling,
32233) y 1:1000 para MDR1 (Santa Cruz, sc-55510) durante toda la noche a 4°C
con agitacion constante, previamente se cortd la membrana en dos secciones para
realizar la incubacion simultanea. Después de la incubacion se realizaron lavados
con TBS-Tween 20 al 0.1%. Seguido por incubacion con el anticuerpo secundario
antimouse conjugado con HRP (Amersham, NXA931) 1:2000 por 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion constante, el cortado de membrana permitié
realizar una incubacion simultanea libre de interferencias . Finalmente se detect6 a
las proteinas MDR1 y GAPDH a través de quimioliminiscencia empleando el kit
ImmobilonTM Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore, WBKLS0100) y
las bandas fueron observadas en el equipo UVP ChemiDoc-It Imager UVP. La

densitometria se realiz6 mediante el sofware imageJ version 8.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism version 6 para el analisis de datos, se
realizaron ensayos de varianza de una sola via (ANOVA) y la prueba Tukey como
andlisis pos hoc, las diferencias fueron consideradas significativas con una p<0.05.

Todos los ensayos se hicieron por triplicado.
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Resultados

Determinacion de la ICso del cisplatino

Se determind la ICso del cisplatino a través de la construccion de una curva
concentracion respuesta (figura 6) por medio del ensayo de MTT en células A549,
las cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones de cisplatino por en un
periodo de 48 horas. Una vez obtenida la curva se realizo una regresion no lineal
gue evalua el grado de correlacion entre el log de la concentracion administrada vs
el porcentaje de viabilidad obtenida, de esta forma se obtuvo la ICso que representa
la pendiente en el comportamiento lineal de la curva sigmoidea. La ICsodel cisplatino
para células A549 expuestas al farmaco por 48 horas tiene una concentracion de
21.07Mm, con un intervalo de confianza de 95% (C195%) de 19.02—-23.34 Mm.
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Viabilidad celular (%)
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Log Concentracion CDDP (gM)

Figura 6. El cisplatino presenta una concentracién inhibitoria 50 (ICso) de 21.07 Mm.
Curva concentracion de cisplatino contra viabilidad de células A549 expuestas a distintas
concentraciones de cisplatino. La linea roja corresponde al ensayo de regresion no lineal,
mientras que la linea negra representa a los datos obtenidos con su respectiva desviacion
estandar. La curva se construy6 a partir de 3 experimentos independientes y los resultados
poseen un intervalo de confianza del 95% (C195%) de 19.02 a 22.67 M.
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Determinacion de citotoxicidad de las PMio

Los ensayos de viabilidad celular en células A549 expuestas a PM1o por 72
horas demostraron que la concentracién de 10 pg/cm? disminuye un 11.46% la
viabilidad de células A549 (figura 7), una concentracion mayor (20 pg/cm?)
disminuye un 36.4 % la viabilidad y una concentraciéon menor (5 ug/cm?) disminuye
un 7.12% la viabilidad de las células A549. El andlisis de multiples comparaciones
de Tukey nos demostré que la administracién de PM1o disminuye la viabilidad de las
células A549, sin embargo, no hay diferencias significativas (p < 0.05) entre la
administracion de 5 pg/cm?o 10 ug/cm? en cuanto a la disminucién de la viabilidad

celular.
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Figura 7. Las PMwodisminuyen la viabilidad de células A549. Curva concentracion de
PMs, contra viabilidad de células A549 expuestas a distintas concentraciones de PMio. Se
realizaron 3 ensayos independientes a los cuales se les determiné la media. Los asteriscos
representan diferencia significativa entre los grupos con un valor de *p <0.05, mientras que
ns significa que no hay diferencia significativa. Andlisis de varianza de solo una via
(ANOVA) y multifactorial Tukey.
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Viabilidad celular mediante citometria de flujo

Los resultados anteriores permitieron determinar la concentracion 1Cso del
cisplatino (21.07Mm), asi como la concentracién 6ptima de PMio (10 pg/cm?). A
través de citometria de flujo se encontré que la ICso calculada de cisplatino mediante
MTT induce una mortalidad del 51.69%; mientras que la administracibn PMio no
disminuye la viabilidad celular de forma significativa con respecto a las células que
no fueron sometidas a ningun tratamiento (figura 8). Cuando se expusieron las
células a PM1o seguido de la ICso de cisplatino se encontré una viabilidad celular de
55.43%, que comparado con el grupo con exposicion solo a la ICso de cisplatino

(51.69) representa un 4% menos de mortalidad.
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Figura 8. La administracién combinada de PMio + cisplatino (ICso) disminuye la
mortalidad inducida por cisplatino. Se sometieron células A549 a diferentes esquemas
de tratamiento considerando 4 grupos: control, PMio, cisplatino (ICso) y PM1o + cisplatino
(ICsp). La viabilidad celular se ve disminuida cuando se administra la ICso de cisplatino y la
combinacion de PMyo + cisplatino (ICsp). Los asteriscos representan diferencia con respecto
al control con un valor de *p <0.05. Analisis de varianza de solo una via (ANOVA) y
multifactorial Tukey.
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Niveles de la proteina transportadora MDR1 por Western Blot

La proteina transportadora de membrana MDR1 se encuentra en células
A549 en bajas cantidades, como se puede observar en el Western Blot (figura 9A
control). No se observan cambios significativos en los niveles de MDR1, ni tampoco

en el balance de la proteina glicosilada o desglicosilada en ninguno de los grupos

tratados.
MDR1 Glicosilado/No glicosilado
170 kDa = " MDR1 Glicosilado
150 kDa - — - - o | S MDR1 No Glicosilado

I7KD3 g A A S G/\POH

CONTROL
PM,,
CDD!
PM,, +CDDP
HEPG2
Unidades densitométricas
Oooo00O00P0O A
‘.".":".‘".“.’".“T“f”.“.".‘

\Q

MDR1 Glicosilado/GAPDH

8 14 g4
£ 12 @ 129
g e E T T
E 16 - T § 1.0
2 08 2 o8
S o 4
T 06 3 0.6
] 0.4+
g 04 3
T 0.2 2 0.24
c c
S 00 : > 0.0 T T
f R v
& &K &K & F & &f& & f
e & & S S & d o‘{& Q & & &
S
9 & < &

Figura 9. La exposicion a PMio o cisplatino no modifica los niveles de la proteina
transportadora de membrana MDR1 en células A549. a) Western blot de la proteina
MDR1 para los diferentes grupos: control, PMso, cisplatino (ICso) y PMso + cisplatino (ICsp).
La linea celular HepG2 se utiliz6 como control positivo de MDR1 y GAPDH se utiliz6 como
control de carga. b) Balance de la proteina MDRL1 glicosilada y no glicosilada para los
diferentes grupos. Valores normalizados a través de GAPDH como control de carga. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (*p <0.05)
Andlisis post-hoc Tukey. ¢) MDR1 glicosilada d) MDR1 no glicosilada para los diferentes
grupos: control, PMso, cisplatino (ICsp) ¥ PMio + cisplatino (ICsg). NO se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (*p <0.05) Analisis post-hoc
Tukey.
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Discusion

En las dltimas décadas se ha observado un aumento en el nimero de casos
de pacientes con cancer de pulmon no relacionadas a tabaquismo (Malhotra et al.,
2016b; Mu et al., 2013) los cuales han sido vinculados a otro tipo de factores de
riesgo como la contaminacién del aire y particularmente a las PM & ya que existe
evidencia epidemioldgica que demuestra que un aumento de 10 ug/m? en los niveles
permisibles de exposicion a material particulado diarios, aumenta la incidencia de
este tipo de cancer 37:86, Ademas, también hay evidencia que relaciona la exposicion
alas PM y un aumento en la mortalidad de pacientes con cancer de pulmoén 313982,
Incluso el riesgo de muerte se extiende cuando los pacientes estan expuestos a
incrementos en los niveles de PMio durante los estadios tempranos de su
enfermedad &’. Este incremento en la mortalidad es preocupante considerando que
la esperanza de vida para los pacientes con cancer de pulmaon es corta, después de
5 afnos del diagnostico solamente entre el 10 al 20% de los pacientes continuaran
con vida %4352 asi mismo segun datos de GLOBOCAN el cancer de pulmén es el
cancer con mayor mortalidad a nivel mundial 46.

El aire que respiran los habitantes de la Ciudad de México es de mala calidad.
Durante el 2019 se registraron 271 dias con mala calidad de aire. De los cuales en
230 dias la mala calidad del aire se debid a un incremento en las concentraciones
tanto de las PMio como de las PM2s 8. Ademas, en ese afio se excedié casi 5
veces el promedio anual tanto de PM1o (70 ug/m3) como de PM2s (27.7 ug/m3) de
los valores recomendados por la OMS, que establece un promedio anual de 15
pg/m3 para PM1o y 5 pg/m? para PM2s. Considerando que la normativa mexicana
(NOM-020-SSA-2021) establece limites superiores a los establecidos por la OMS,
debe considerarse que los pacientes mexicanos se encuentran expuestos a
concentraciones superiores de PMio lo cual los pone en una situacion de mayor
riesgo de desarrollar cancer de pulmén y también un mayor riesgo de muerte.

Si bien, la evidencia epidemiolégica ha establecido una relacion entre la

exposicion a las PM con una aumento en la incidencia y la mortalidad por cancer de
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pulmén, los estudios toxicolégicos han permitido entender los mecanismos
moleculares por los cuales la exposicidn a material particulado podria intervenir en
el desarrollo de cancer de pulmén. Se ha demostrado cémo las PMio generan dafio
al DNA 18 inestabilidad gendémica 34, alteracién en mecanismos de reparacion del
DNA dafiado °, disminucion de la respuesta antioxidante de las células ° y evasion
de apoptosis 4 En conjunto estos mecanismos contribuyen al proceso de
carcinogénesis de un tumor, pero de momento se desconoce las repercusiones que
podrian causar las PM en tumores prestablecidos, generando tumores mas
resistentes o agresivos que repercutan en el prondstico de los pacientes con cancer.

Existen una gran cantidad de factores que contribuyen a la elevada
mortalidad del cancer de pulmén, entre ellos estéa el diagndstico tardio. En México
solo un 0.6% de los casos son diagnosticados en una etapa temprana, por lo que
gran parte de los pacientes son diagnosticados en una etapa avanzada °! lo que
condiciona el tratamiento a la terapia paliativa 8. Por otra parte, la falla terapéutica
es un factor fundamental en la elevada tasa de mortalidad de pacientes con cancer
de pulmén %2, La falla terapéutica puede deberse a una mala eleccion del tratamiento
o bien a la resistencia a este °%. La quimioresistencia es un fenémeno que se
presenta en pacientes con cancer que no responden al tratamiento
guimioterapéutico ya que su neoplasia evade los mecanismos citotoxicos de los
farmacos administrados °4. Debido al impacto que tiene las PM sobre mecanismos
celulares, es posible que las PM interfieran en el tratamiento antineoplasico por su

accion sobre mecanismos de resistencia.

El cisplatino es uno de los farmacos mas empleados en el tratamiento de
tumores sélidos, ademas, es de primera eleccion para el tratamiento de cancer de
pulmén en cualquiera de los estadios de la enfermedad, cuando se opta por
administrar quimioterapia. Su uso es amplio debido a su bajo costo, sin embargo, la
elevada quimioresistencia ha complicado su administracion. Existen diversos
mecanismos moleculares por los cuales un paciente puede presentar
quimioresistencia al cisplatino, siendo los mas importantes los relacionados a la

regulaciéon de la concentracion intracelular del farmaco, ya sea por el transporte del
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farmaco a la célula o la conjugacién del cisplatino con moléculas antioxidantes ©2,
asi como los mecanismos implicados en la reparacion de DNA dafiado 8.

El presente trabajo es uno de los primeros esfuerzos en establecer una relacion
entre la exposicibon a PM con la pérdida de eficacia del tratamiento
guimioterapéutico. Anteriormente se observd como una exposicion por 3 a 5
semanas a PM2.5 modifica la respuesta citotdxica de la doxorrubicina en células
BEAS2B% la suma de estos resultados podrian ayudar a explicar la elevada
mortalidad de pacientes con cancer de pulmon.

Para poder determinar si la exposicion a PMio modifica la respuesta citotoxica
del cisplatino, fue necesario establecer un pardmetro que nos permitiera medir el
efecto citotoxico del farmaco, este parametro es la ICso que representa la
concentracion a la cual se inhibe el 50% de crecimiento de una poblacion, ademas
de ser la pendiente dentro de una curva sigmoidea de la respuesta bioldgica de los
farmacos, ya que no existe una relacion dosis respuesta lineal sino exponencial .
Los resultados de viabilidad celular obtenidos demostraron que las células A549
responden al tratamiento con cisplatino con una ICso de 21.07 uM. Este resultado
coincide con lo reportado en la literatura en dénde sugieren la evaluacion de 24
horas como la mas adecuada para observar el efecto del citotdxico del cisplatino
9798.

Por otra parte, los resultados de viabilidad celular en células A549 expuestas
a diferentes concentraciones de PMaio, obtenidos por el ensayo con MTT, nos
demuestran que esta exposicion no modifica la viabilidad celular significativamente.
Se decidié utilizar la concentraciéon de 10 pg/cm? sobre la concentracién de 5
nug/cm?, considerando los mudltiples estudios en los cuales se ha demostrado el
efecto biol6gico a nivel celular de las PM1o con esta concentracion 499101,

Determinar la viabilidad celular por un método distinto como citometria de
flujo nos permitié corroborar los resultados previamente obtenidos, ademas de
eliminar el sesgo del ensayo MTT, el cual mide viabilidad celular de forma indirecta
a través de un ensayo metabdlico %2, De esta forma se pudo asegurar que la ICso
utilizada para cisplatino tiene el mismo comportamiento para el ensayo MTT y

también para el método de yoduro de propidio. Aunque el ensayo de viabilidad
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celular por MTT realizado en A549 expuestas a PM1o demostraba una disminucién
significativa de la viabilidad celular con respecto a células no expuestas a PMuyo, el
ensayo de yoduro de propidio demostré que esta concentracion no disminuye
significativamente la viabilidad celular. Esto coincide con lo reportado previamente
en donde, por ensayo de cristal violeta se administraron hasta 160 pg/cm? de PM1o
sin representar un cambio significativo en la viabilidad celular de células A549 103,

Dicho la anterior, las concentraciones empleadas en este ensayo fueron las
mas adecuadas. Pues 21.07uM de cisplatino induce un 50% de mortalidad en
células A549 y 10 pg/cm? de PM1o no modifica la viabilidad celular de A549, lo que
nos permitio observar el impacto de las PM1o en este modelo.

La respuesta citotdxica al cisplatino se ve ligeramente disminuida cuando las
células A549 se expusieron previamente a PMio. Aunque la reduccion es pequefa
y estadisticamente no significativa (4%), resaltamos que no se presenta un aumento
en mortalidad. Esta situacion representa un resultado bastante importante
considerando los efectos bioldgicos causados por las PM1o que podrian generar un
contexto de sensibilidad al cisplatino.

El principal mecanismo de dafio de las PMio es la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), ya sea por reacciones de Fenton por los metales
presentes en ellas o bien por la formacién de epoxidos derivados de los HAPs, ya
gue un aumento en los niveles de ROS tiene un impacto directo en la respuesta
antioxidante de las células 2. También se sabe que las PMio disminuyen la
concentracion de GSH disponible 3, ademas de disminuir la respuesta antioxidante
de las células. Considerando que un aumento en la conjugacion de cisplatino con
moléculas antioxidantes es un mecanismo de resistencia al farmaco 73, un
disminucién del sistema antioxidante por efecto de las PM permitiria un incremento
en el cisplatino intracelular y un aumento en su citotoxicidad 3. Sin embargo, no se
encontro ese efecto en nuestro modelo. Lo que sugiere que el mecanismo que
medie la disminucién del efecto citotoxico del cisplatino puede estar relacionado con
los mecanismos de reparacion de DNA dafado.

Se ha demostrado que NER (el principal mecanismo de reparacion de

aductos de cisplatino) se encuentra comprometido por exposicién a las PM 7. La
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exposicion aguda a PMio disminuye la actividad de la via de reparacion de DNA
NER 4, Por ello la exposicién previa a PM1o permitiria una acumulacion de dafio
al DNA generada por los aductos de cisplatino, ya que estos no podrian ser
reparados por el sistema NER y en consecuencia podria presentarse aumento en
la apoptosis.

No observar un aumento de la muerte celular nos demuestra que la
exposicion previa a PM1o genera cambios moleculares que protegen a las células
A549 de la citotoxicidad del cisplatino. Cambios que les permiten sobrevivir a pesar
de tener dos condiciones biolégicas que las sensibilizan al efecto del farmaco. Uno
de estos cambios podria estar relacionado a proteinas que modifiquen el eflujo del
cisplatino en el citosol de las células °°, ya sea en una disminucién en la entrada del
farmaco, o bien en mayor salida de este .

La proteina a resistencia mdultiple a farmacos o MDR1, es uno de los
mecanismos mas conocidos y estudiados para la resistencia a farmacos %4 ademas
de ser una de las proteinas encargadas del transporte del cisplatino, ya que posee
un sitio de unién inespecifico que le permite tener como sustratos una gran cantidad
de moléculas, entre ellas fArmacos antineoplasicos %1%, La expresion elevada de
la proteina MDR1 estd asociada con un perfil farmacoresistente de algunos
pacientes con cancer 1%, Esta asociacion de farmacoresistencia esta relacionada
también con el gen que expresa a MDR1, el cual es el gen ABCB1 %7, este no
solamente regula a MDR1 sino también a otras proteinas de resistencia como BRCP
0 MRP1 %y esta asociado a un mal pronéstico para los pacientes con cancer 1%,

El gen ABCB1 a su vez puede ser regulado por diversas factores, por
ejemplo, esta establecido que NFKB actua como inductor del gen cuando hay un
incremento en los niveles de NFKB 19, al igual que ABCB1, éste puede ser inducido
por un aumento en los niveles de HIF1a 9 o un aumento del receptor de
arilhidrocarburos (AhR) 1. Aunque no se ha establecido una relacién directa entre
la exposicion a PMi1o y un incremento en la actividad del gen ABCB1, las PMio
incrementan los niveles de NFKB, HIF1a y AhR 1112113

Las PM1o no incrementa los niveles de la proteina MDR1, y no se observaron

cambios en el balance entre la proteina glicosilada y no glicosilada. Este efecto
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postraduccional es fundamental para la regulaciéon de la proteina 4. La adicién del
carbohidrato a MDR1 permite que se una a la membrana celular, ademas de impedir
su degradacion por medio de ubiquitinacién 2. El andlisis por Western Blot solo nos
permite reconocer este cambio postraduccional de MDR1, sin embargo, se
desconoce si otros cambios postraduccionales suceden como la fosforilacion de la
proteina o degradacién por ubiquitinizacion. Por otra parte, no evaluamos la
actividad de la proteina transportadora, la cual podria encontrarse aumentada y en
consecuencia disminuir la concentracién de cisplatino del citosol de las células
disminuyendo la citotoxicidad del farmaco.

Otro factor que podria modificar la concentracion intracelular del cisplatino es
la actividad de otros transportadores de membrana como el transportador CTR1,
gue permite el ingreso de cisplatino a la célula y que se ha reportado en la
resistencia a este farmaco 1115, Al igual que el transportador de cationes organicos
OCT2, que cumple con la misma funcion de entrada y se ha reportado en resistencia
a cisplatino 18,

Tampoco puede descartarse cambios en la respuesta antioxidante de las
células, pues la respuesta puede variar en funcion del tiempo de exposicién a
agentes oxidantes 7. El sistema NrF2 se activa en consecuencia a un aumento en
las especies reactivas de oxigeno lo que conlleva a un aumento de la actividad
antioxidante 1*8, Esta accion resulta en un incremento de moléculas antioxidantes
gue podrian conjugarse con el cisplatino e impedir que este produzca su efecto
citotoxico. Esto no solo tiene impacto en la conjugacién del cisplatino, sino también
podria tener consecuencias en transportadores de membrana como MRP1 119, el
cual elimina cisplatino conjugado con glutation y puede verse aumentado bajo estas
circunstancias.

A pesar de que el sistema NER se encuentre inhibido por accién de las PM1o
104120 se puede esperar una compensacion celular a través de otros mecanismos
de reparacion del DNA 12!, Cuando se produce una ruptura de doble cadena los
sistemas NHEJ y HR cumplen la funciéon de reparar el dafio ?2. Se sabe que la
exposicion a PMio compromete al sistema NHEJ, (Lozoya-Ortiz et al 2022,

informacion preliminar). Ademas, la exposicibn a PMaio también disminuye la
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actividad del sistema de reparacion de DNA MMR 123, Esta condicién favorece el
desarrollo de quimioresistencia en pacientes con cancer de pulmoén y favorece la
evasion de la respuesta citotdxica del cisplatino 5377, Se desconoce cémo el sistema
HR podria actuar reparando aductos voluminosos o rupturas de doble cadena al
igual que el sistema NHEJ.

Si bien los resultados obtenidos no permiten hablar de generacién de
resistencia al cisplatino si nos demuestran una tendencia de disminucion del efecto
citotoxico del farmaco, ademas de un perfil de proteccién celular. Esta respuesta
podria verse favorecida cuando la exposicion se hiciera por un mayor tiempo, ya
gue Merk y colaboradores describieron resistencia a doxorrubicina en células BEAS-
2B expuestas durante 3 a 5 semanas a PM2:s %. La resistencia a doxorrubicina se
debi6 a un aumento de las enzimas antioxidantes ademas de una disminucién en la
entrada de doxorrubicina a las células, a pesar de que MDR1 no fue el mecanismo
encargado de este proceso, debe tenerse en cuenta las diferencias entre las células
BEAS-2B y las células A549, ya que las células A549 son derivadas de un
adenocarcinoma humano y las BEAS son células epiteliales de pulmon “normales”.

La exposicion al humo de tabaco no solamente es un factor de riesgo en el
desarrollo de cancer de pulmén sino también genera resistencia al tratamiento
antineoplasico %4125, Considerando que muchos de los componentes del humo del
tabaco también se encuentran presentes en el material particulado, no debe
ignorarse que sean los responsables en la falla terapéutica en pacientes que nunca
fumaron, pero si viven en zonas de alta contaminacion.

Asi mismo, los componentes del material particulado han sido relacionados
con la generacion de resistencia en otros modelos celulares 28, El benzo(a)pireno
(BaP) incrementa los niveles de la proteina MDR1 y el eflujo de un sustrato
fluorescente (Rodamina) en la linea celular CaCo-2 '?’. Ademas, la exposicién de
las células BEAS2B a BaP promueve la transformacion de la linea epitelial y la
generacion de resistencia a doxorrubicina 28, Finalmente, la exposicion prolongada
por 3 meses a BaP genera resistencia a los farmacos 5-Fluorouracilo y cisplatino
en las lineas celulares CAL27 y SCC9 1%,
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Es por ello necesario establecer un modelo de exposicion mas prolongada
en donde se evallen otros mecanismos de resistencia al cisplatino en células A549.
Una exposicion mas prolongada no solo nos ayudaria a observar mejor los efectos
de las PM1o sobre la respuesta citotoxica del cisplatino; sino también representaria
un modelo méas cercano a la realidad de los pacientes, en el cual estan expuestos

de manera cronica a las PM.
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Conclusiones

Con base en nuestros resultados concluimos que la exposicion aguda a PM1o
no modifica la citotoxicidad del cisplatino, ni los niveles de la proteina transportadora

MDR1 en las condiciones y el modelo estudiado de cancer de pulmon.

Perspectivas

Para comprender el efecto de las PM sobre la citotoxicidad del cisplatino se
propone establecer un modelo de exposicion crénica en el cual se estudie el impacto
de las PMio sobre la respuesta citotoxica del cisplatino u otros agentes
antineoplasicos. Se sugiere evaluar el efecto de las PM sobre otras proteinas de
transporte del farmaco (CTR1, MRP1) en dicho modelo, asi como el sistema
antioxidante y vias de reparacion de DNA. Este modelo crénico podria ser un reflejo
de la realidad de los pacientes con cancer de pulmon que viven en zonas altamente
contaminadas y podria explicar como las PM1o modifican la mortalidad en estos

pacientes.
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