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Resumen

Las PMp son particulas dispersas en la atmosfera cuyo diametro aerodinamico es
< 10um. Las PMjo son una mezcla compleja formada de compuestos inorganicos y
organicos, entre los que se encuentran metales de transicion y material bioldgico.
Su composicién varia dependiendo de las fuentes de emision ligadas a causas
naturales y actividades antropogénicas. Estudios epidemiolégicos han demostrado
que las PMyy son factor de riesgo en el desarrollo de varias enfermedades,
incluyendo cancer de pulmén, sin embargo, se conoce poco acerca de los
procesos celulares mediante los cuales las PM favorecen el desarrollo de ésta
neoplasia. Nuestro grupo de trabajo reportdé que si bien, las PM inducen dafio al
ADN, la tasa de muerte celular por apoptosis es baja y no significativa y
recientemente nuestro grupo reporté que 10 pug/cm? de PMyg inducen la formacion
de fibras de tension de actina, sin embargo, se desconoce la via mediante la cual

las PMyo inducen la formacién éstas fibras.

La remodelacion del citoesqueleto de actina esta asociada a invasividad y
migracion celular lo que puede favorecer el desarrollo de cancer. El citoesqueleto
de actina es crucial en la activacion de redes de sefializacion conectadas con
alteraciones en diversos procesos celulares como la proliferacion motilidad y
migracion celular y tiene impacto en la transformacion neoplasica a través de la
via de sefalizacién de la familia de proteinas homologas de Ras (Rho) activando
proteinas rio abajo como la proteina Rho cinasa (ROCK) y la Cadena Ligera de
Miosina (MLC). ROCK y MLC favorecen la formacion de fibras de tension de

actina y esta via se ha asociado a procesos carcinogénicos.

Con base en los antecedentes, la hipotesis de éste trabajo es que las PMyg
de dos zonas de la Ciudad de México no induciran apoptosis ni cambios en las
fases del ciclo celular, pero induciran la formacién de fibras de tension de actina a
través de la via de ROCK y Miosina, y la formacion de fibras dependera de la
composicion de las PMjo. Para probar ésta hipotesis, se utilizaron cultivos de
células de pulmén humano (A549) expuestas a 10 pg/cm? de PMyo de una Zona

Industrial (ZI) y de una Zona Residencial (ZR) por 24h. Se evalulo el ciclo celular y
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apoptosis mediante citometria de flujo. Las fibras de tension de actina se
evaluaron mediante faloidina marcada con rodamina (TRITC), ROCK y MLC se
evaluaron por la fosforilacion de residuos especificos y co-localizacion subcelular
mediante microscopia confocal. En éste trabajo se muestra que las PM;o de
ambas zonas de la Ciudad de México no producen cambios en el ciclo celular, con
respecto a células sin exponer. Las PM;o de ambas zonas indujeron la formacién
de fibras de actina a través de la via de ROCK-MLC, siendo las PM;q de la ZR las
qgue indujeron mas fibras de actina. Cuando se utilizo (Y-27632) un inhibidor de la
proteina de ROCK, se observdé una disminucion en la formacion de fibras de
actina, por lo que se determind que las PMjo inducen la formacion de fibras de
actina a través de la via de ROCK. Con los resultados obtenidos, se puede
concluir que las PMyg inducen la formacion de fibras de tensidon de actina a través
de la via ROCK-MLC y la formacion de ellas es dependiente de la composicion de

las particulas.

La formacion de fibras de actina es un proceso que se da bajo condiciones
fisioldgicas normales, sin embargo, bajo condiciones de estrés, éste evento se ha
visto asociado con procesos de proliferacion y motilidad, contribuyendo en
procesos carcinogénicos y de invasion, por lo que la formacion de fibras de
tension de actina inducidas por las PMyo podrian estar implicadas en procesos de

invasividad y carcinogénesis.
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Marco teodrico

Contaminacion ambiental

La contaminacion ambiental se puede definir como la introduccion de sustancias
sélidas, quimicas, fisicas o0 mecanicas en el medio ambiente o algun ecosistema.
Debido a la introduccion de estas sustancias, se origina la contaminacion del
agua, del suelo y del aire (CENAPRED 2008).

La contaminacién del aire, tanto en espacios interiores como al aire libre,
constituye un grave problema de salud ambiental que afecta a los paises
desarrollados y en desarrollo por igual (WHO 2011). Los contaminantes presentes
en la atmdsfera proceden de dos tipos de fuentes emisoras bien diferenciadas: las
naturales y las antropogénicas. En el primer caso, la presencia de contaminantes
se debe a causas naturales, mientras que en el segundo tiene su origen en las
actividades humanas (WHO 2011). Las emisiones primarias originadas por los
fenbmenos naturales provienen fundamentalmente de los volcanes, incendios
forestales y descomposicion de la materia organica en el suelo y en los océanos;
ademas la vida animal y vegetal juegan un papel importante en el problema de la
contaminacion del aire. Por otro lado, las principales emisiones primarias de origen
antropogénico se pueden clasificar en focos fijos, focos moviles y focos
compuestos. Las emisiones por focos fijos son derivadas de procesos industriales,
instalaciones fijas de combustion e instalaciones de calefaccion, principalmente de
uso domeésticos; las emisiones por focos mdviles se originan por vehiculos
automotores, aeronaves y buques; y las emisiones por focos compuestos esta
dada por parques industriales y areas urbanas (Jiménez Cisneros 2005). La
contaminacion del aire se presenta principalmente en las grandes ciudades y
altamente pobladas, entre las que se encuentra la Ciudad de México (Romero-
Lankao, Qin et al. 2013).
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Caracteristicas geogrdficas y de contaminacion de la Ciudad de
Meéxico

El area metropolitana de la Ciudad de México es una de las zonas con mayores
problemas de contaminacién ambiental en el mundo. Esta ubicada a 2,240 m
sobre el nivel del mar, tiene una extensién aproximada de 7,860 km? y se
encuentra rodeada por importantes cadenas montafiosas, al sur por la cordillera
de la Sierra Madre Oriental. Si bien la mayor parte del territorio del Distrito Federal
es plano, tiene algunas elevaciones en la zona sur como es el caso del cerro del
Ajusco y otros cerros aledafios (INAFED 2010), estas elevaciones montafiosas
impiden la libre circulacion del aire, lo cual agrava las condiciones ambientales de
la Ciudad (Departamento del Distrito Federal 1996) (Figura 1).

Figura 1. Valle de la Ciudad de México. La Ciudad de México se encuentra rodeada por varias
cadenas montafias. En la imagen se puede apreciar las cordilleras montafiosas y en un color claro,
el area del valle donde se concentran los contaminantes atmosféricos segun las estaciones del
sistema de monitoreo atmosférico (SIMAT) (SIMAT 2013). (Imagen tomada y modificada del
SIMAT, 2013).

Adicional a las caracteristicas geograficas de la Ciudad de México, existen
importantes problemas relacionados con la industria y el transporte; para el 2006
se estimé que el parque vehicular de la zona metropolitana era de
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aproximadamente tres millones de automoéviles. En los ultimos afios, el parque
vehicular ha crecido a un ritmo cercano al 10 % anual, por lo que para el 2011, la
cantidad de vehiculos registrados fue de mas de cuatro millones (INEGI 2012),
generando un elevado consumo de combustibles, con la consecuente emision de
contaminantes. Asimismo, se ha detectado una enorme discordancia entre el sitio
de residencia y el lugar de trabajo de la poblacion, lo que origina el recorrido de
enormes distancias varias veces en un dia; actualmente se estima que se realizan
alrededor de 36 millones de viajes-persona-dia, de los cuales 21.4% se hacen en
automovil particular (Departamento del Distrito Federal 1996). Por estas razones,
uno de los grandes problemas ambientales en la Ciudad de México es la calidad
del aire, que cada afio provoca 15 mil muertes prematuras (Enciso 2013). Si bien,
el problema de la contaminacion del aire se ha venido estudiando mas a
profundidad en los ultimos afios, es en la década de los 50’s cuando se
comenzaron a estudiar sus componentes y los dafios asociados a la salud en las
personas en ciudades de Europa (Schwartz 1994), ademas se ha demostrado que
los efectos que estos producen en las personas se da de acuerdo a la zona

geografica, y actividades antropogénicas (Englert 2004).

El deterioro de la calidad del aire, puede en muchos casos percibirse con
facilidad, especialmente en las grandes ciudades, al disminuir la visibilidad del
paisaje o causar irritacion de los ojos, garganta, etc. Sin embargo, mas alla de ver
el aire limpio o sucio, es necesario evaluar de manera cuantitativa su calidad, lo
cual se hace mediante la medicion de la concentracion de los contaminantes que
se presentan (INECC 2013), ya que la exposicion crénica a contaminantes
ambientales puede favorecer enfermedades mas severas como es el cancer de
mama (Huo, Zhang et al. 2013), gastrico (Chiu, Tsai et al. 2011), y por supuesto el
de pulmén (Pope, Burnett et al. 2002).

Contaminantes criterio del aire
Los contaminantes del aire se han clasificado como contaminantes criterio y
contaminantes no criterio. Los contaminantes criterio se han identificado asi por

ser perjudiciales para la salud y el bienestar de los seres humanos. Se les llamé
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contaminantes criterio porque fueron objeto de evaluaciones publicadas en
documentos de calidad del aire en los Estados Unidos (EU), con el objetivo de
establecer niveles permisibles para disminuir los efectos en salud, el medio
ambiente y el bienestar de la poblacion. Actualmente el término “contaminantes
criterio” ha sido adoptado en muchos paises, y éstos contaminantes son: bioxido
de azufre, biéxido de nitrdgeno, plomo, monodxido de carbono, ozono y material
particulado (conocidas como PM por sus siglas en inglés Particulate Matter),
especificamente, el material con un tamafio aerodinamico <a 10 um (PMy) y < 2.5
um (PM2s) (INECC 2013). Por su composicion y efectos en la salud en el ser
humano, el contaminante del aire de interés para esta investigacion es el material

particulado.

Material particulado (PM)

Las PM son una mezcla compleja de contaminantes ambientales que varia de
tamafo y oscila entre 0.0002 pm a 500 pm, y en conjunto, se designan como
particulas suspendidas totales (PST) (Jiménez Cisneros 2005). Las PST es el
término mas comprensivo e incluyen particulas de cualquier tamafio suspendidas
en el aire (diametro aerodinamico) (Englert 2004). Las PST son una mezcla
compleja de particulas liquidas y sélidas que contiene sustancias organicas e
inorganicas suspendidas en el aire. Las PM se clasifican de acuerdo a su diametro
aerodindmico en particulas con un tamano aerodinamico < 10 ym (PMy), < 2.5
(PM_s) y ultrafinas (UF). Las PM;o también son llamadas particulas inhalables, ya
gue son capaces de penetrar a las vias respiratorias profundas y suponen mayor
peligro porque, al ser inhaladas, pueden alcanzar las zonas periféricas de los
bronquiolos y alterar el intercambio pulmonar de gases (Englert 2004; O'Neill,
Loomis et al. 2004) (Figura 2).
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Fraccion inhalable
PM,,

PMio

UF IPMz.s

Alvéolos

Figura 2. Esquema de la clasificacién por tamafios de las particulas contaminantes (PM). Fraccion
de PMyy PM, 5y Ultra Finas (UF) dentro de las particulas suspendidas totales (PST). La fraccion
de particulas que es inhalable, puede llegar hasta las vias respiratorias profundas y alojarse dentro
de los alvéolos y alterar el intercambio gaseoso. Tomada y modificada de Englert, 2004 y adaptado
para la ciudad de México (SIMAT, 2007).

Estudios realizados por diversos investigadores han presentado evidencias
que sugieren que las PM;o pueden tener efectos adversos sobre la salud de la
poblacion que habita en ciudades con problemas de contaminacion, efectos
asociados a su tamafio, origen y composicion (Schwartz 1994; Seaton, MacNee et
al. 1995; Frampton 2001; Pope, Burnett et al. 2002; Englert 2004; Brunekreef and
Forsberg 2005).

Estudios epidemioldgicos de las PM

Diversos estudios han determinado que una exposicion prolongada a las PM de
ciudades contaminadas tiene efectos adversos en la salud de los humanos, tanto
en el sistema respiratorio como en el sistema cardiovascular (Pope, Burnett et al.
2002; Englert 2004; Brunekreef and Forsberg 2005). En la pasada década,
estudios de cohorte han indicado que las altas concentraciones de PMj, tienen
una mayor repercusion en individuos predispuestos de la poblacién, como nifios y
adultos mayores; asi como en personas con problemas cardiorespiratorios (Pope,
Burnett et al. 2002; Englert 2004). Diferentes autores han determinado que el
incremento de 10 a 20 ug/m® de PMy, genera un riesgo relativo de tener
problemas cardiovasculares y pulmonares, estos estudios también sugieren que la
exposicion prolongada a las PM tiene incidencia en morbilidad y mortalidad (Pope,
Burnett et al. 2002; Englert 2004; O'Neill, Loomis et al. 2004). Importantemente,
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también se ha determinado que existe un riesgo de aproximadamente 8% de
desarrollar cancer de pulmén y una tasa relativa de mortalidad de 1.14 por cada
incremento de 10 pg/m® de PM. 5 (Pope, Burnett et al. 2002).

Estudios toxicoldgicos de las PM

En la basqueda de los mecanismos mediante los cuales las PM inducen efectos
en la salud del humano, se han realizado diversos estudios toxicologicos utilizando
modelos tanto in vivo como in vitro, que puedan ayudar a entender los
mecanismos mediante los cuales las PM;o tienen efecto en la salud de los
humanos. Estos estudios han demostrado que las PMyo al penetrar hasta las vias
respiratorias profundas (Frampton 2001; Karlsson, Nilsson et al. 2005), causan
procesos proinflamatorios como la liberacion del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF), interleucinas (IL) como la IL-6 y la IL-8, y macréfagos alveolares (MA)
(Seaton, MacNee et al. 1995; Becker, Soukup et al. 1996; Bonner, Rice et al.
1998; Alfaro-Moreno, Martinez et al. 2002), inducen la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Chirino, Sanchez-Pérez et al. 2010), ademas las PM
son genotoxicas (Karlsson, Nilsson et al. 2005; Sanchez-Pérez, Chirino et al.
2009), y citotéxicas (Alfaro-Moreno, Martinez et al. 2002).

En este sentido, nuestro grupo de trabajo ha reportado que concentraciones
subletales de PMyo (10pg/cm?) inducen dafio a DNA, lipidos y proteinas, via estrés
oxidante (Sanchez-Pérez, Chirino et al. 2009; Chirino, Sanchez-Pérez et al. 2010).
También determinaron en células alveolares de pulmén humano (A549) que las
PMyo inducen un estado de tipo senescencia asociado a estrés oxidante y dafio a
DNA (Sanchez-Pérez, Chirino et al. 2009). Recientemente se ha visto que las
PMjo de la Ciudad de México inducen un incremento en la formacion de fibras de
tensiéon de actina, ademas de la fosforilacion de ERK, lo que podria estar
relacionado con la remodelacion en las fibras de actina del citoesqueleto
(Sanchez-Pérez, Chirino et al. 2014). Sin embargo, no se sabe la via mediante la

cual las PM inducen la formacion de fibras de tension de actina.
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Citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina, forma la estructura de andamiaje celular que provee a
las células su morfologia, polaridad, transporte vesicular intracelular, tension,
unidn celular, propiedades de adhesion y la capacidad para moverse (Heng and
Koh 2010). El citoesqueleto de actina, ejerce fuerzas y provoca movimientos sin
cambios quimicos importantes (Alberts Bruce 2002). La actina es una proteina
globular altamente conservada que se encuentra en todas las células eucariotas.
Los filamentos de actina (actina-F), estan formados por una apretada hélice de
monomeros de actina globular (actina-G), orientados uniformemente. Un filamento
de actina es una estructura polar, con dos extremos estructuralmente distintos, un
extremo “menos”, relativamente inerte y de crecimiento lento y un extremo “mas”,
de crecimiento rapido. A causa de la apariencia de flecha del complejo formado
entre los filamentos de actina y la proteina motora miosina, el extremo menos se
conoce también como el extremo en punta y el extremo mas como extremo ancho
0 barbado (Alberts Bruce 2002).

La regulacion del citoesqueleto de actina es uno de los procesos mas
importantes en las funciones celulares, ya que participa en eventos como el ciclo
celular, por ejemplo, al inicio de G1 y al final de la mitosis durante la citocinesis, lo
qgue sugiere que para que se lleve a cabo un buen inicio en la mitosis el
citoesqueleto de actina debe estar intacto, por lo que la pérdida de la integridad
del citoesqueleto de actina, ademas de causar un retraso en la mitosis, la
disrupcién de los filamentos de actina puede conducir a un arresto durante la fase
G1 del ciclo celular, en este sentido, la familia de RhoA/ROCK es la responsable
de regular la remodelacion del citoesqueleto de actina a través de las diferentes
fases del ciclo celular (Denicourt and Dowdy 2004).

La familia de proteinas GTPasas de Rho

Las proteinas de GTPasas de Rho pertenecen a la superfamilia de Ras, en
humanos esta familia de proteinas de union a GTP consiste de mas de 20
proteinas que varian en tamafo entre 20-30 KDa. Como Ras, las GTPasas de

Rho actian como interruptores moleculares en el ciclo de un estado activo, unida
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a GTP a un estado inactivo unida a GDP. El ciclo entre esos dos estados es
activado por los factores de intercambio de guanina (GEFs), e inactivado por la
proteina activadora de GTPasas (GAPs) y el inhibidor de disociacion de
nucleotidos de guanina (GDIs) (Alberts Bruce 2002; O'Connor and Chen 2013)
(Figura 3).

La principal funcion de las pequefias GTPasa de Rho es la de coordinar la
reorganizacion del citoesqueleto de actina en respuesta a la activacion de
receptores (incluyendo factores de crecimiento, citocinas y receptores de
adhesion), que a su vez regulan la actividad de GEF y GAP (Ridley 1997; Riento
and Ridley 2003).

Inactivo Inactivo Activo

g

Figura 3. Mecanismos de activacion de Rho. Las GTPasas de Rho se activan mediante la
interaccion con los factores de intercambio de guanina (GEF), la proteina activadora de GTPasas
(GAP) y el inhibidor de disociacion de guanina (GDI). GAP inactiva a las proteinas de Rho al
hidrolizar la molécula de GTP que cambia a su estado de GDP y queda fuertemente unida a la
proteina de Rho, al encontrarse unida la Rho-GDP, GEF activa a Rho promoviendo la liberacion de
GDP, quedando libre para unirse a GTP-Rho, y de esta manera Rho activa un efector de algin
proceso celular. GDI regula el ciclo de GDP a GTP al estar unida a algunas proteinas de Rho y
mantenerlas inactivas. Tomada y modificada de Chi et al, 2013.

Muchos de los miembros de la familia de Rho son reconocidos por sus

contribuciones en la reorganizacién del citoesqueleto de actina que conduce a la
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motilidad e invasion celular, principalmente RhoA, Racl y Cdc42 (Sahai and
Marshall 2002; Riento and Ridley 2003). Las tres formas de Rho (RhoA, RhoB y
RhoC) son reguladores importantes en diferentes mecanismos del
comportamiento celular como son la motilidad, proliferacion celular y apoptosis
(Etienne-Manneville and Hall 2002; Sahai and Marshall 2002; Riento and Ridley
2003; Jaffe and Hall 2005). Estudios recientes han demostrado que las GTPasas
de Rho tienen un papel importante en la migracién celular, reorganizacion del
citoesqueleto y adhesiones focales, por estas razones es muy aceptado que la
sefalizacion de Rho puede contribuir en la invasion tumoral y metastasis
(Coleman, Densham et al. 2006; Chi, Wang et al. 2013; O'Connor and Chen 2013).

RhoA es capaz de mediar la formacion de fibras de tension de actina y
generar la fuerza contractil para la migracion celular (Ridley 1997; Riento and
Ridley 2003; O'Connor and Chen 2013). RhoA sirve como mediador en multiples
aspectos de la progresion tumoral, incluyendo la transformacion, citocinesis,
angiogénesis, degradacion de la matriz extracelular y la diseminaciéon tumoral
(O'Connor and Chen 2013). Ademas, RhoA es capaz de modular las dinamicas del
citoesqueleto de actina a través de su principal efector Rho cinasa (ROCK), siendo
ésta proteina su principal blanco rio abajo (Riento and Ridley 2003; Li, Jiang et al.
2013) (Figura 4).

La via de la proteina de ROCK

ROCK es quiza la proteina mas importante en la cascada de sefalizaciones que
controla la proteina de RhoA para llevar a cabo la remodelacién del citoesqueleto
de actina. ROCK es regulado principalmente por las Rho-GTPasas RhoA, RhoB y
RhoC. Las tres proteinas se unen a ROCK en el dominio de union RBD (Rho-
binding Domain) en este dominio se une RhoA-GTP activando y potencializando la
actividad catalitica de ROCK a travées de la induccibn de un cambio
conformacional que expone su dominio cinasa (Schofield and Bernard 2013).
ROCK regula la fosforilacion de multiples proteinas blanco rio abajo, incluyendo la
cadena ligera de miosina y LIMK (LIM cinasa) (Coleman, Sahai et al. 2001;

Sebbagh, Renvoize et al. 2001), y este evento controla la polimerizacion y
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ensamble del citoesqueleto de actina, evento que se relaciona con la contractilidad

celular.

La fosforilacion de MLC en Serina 19 (Ser 19) regula la induccion de la
interaccion entre miosina Il y actina, por lo que activa a la miosina ATPasa y esto
resulta en el aumento de la contraccion celular (Riento and Ridley 2003; Schofield
and Bernard 2013). El control de ROCK sobre el citoesqueleto se da a través de la
regulacion de la Cadena Ligera de Miosina (MLC). La fosforilacion de MLC induce
la actividad de la proteina motor miosina Il tiene un papel importante en la
regulacion de la contractibilidad de la actomiosina (Union de dos proteinas, la
activa y la miosina, responsable de la contractilidad muscular). La cantidad de
miosina fosforilada depende principalmente del balance de dos enzimas, MLC
cinasa (MLCK), MLC fosfatasa (MLPC) y Ca®".

ROCK, tiene dos isoformas, ROCK1 y ROCK2, ambas isoformas pueden
fosforilar la cadena ligera de miosina (MLC), la cual promueve la actividad de la
miosina Il. La fosforilacion de la MLC promueve el ensamble de la miosina I
dentro de los filamentos bipolares y potencializa la actividad de la ATPasa de la
miosina Il. Estos efectores en conjunto, incrementan la fuerza contractil generada
por la miosina Il sobre los filamentos de actina. ROCK también fosforila y activa la
cinasa LIM (LIMK) que estando activa inhibe la despolimerizacion de los
filamentos de actina a través de la fosforilacion de cofilina (Figura 4). De esta
manera se mantiene la estabilidad del citoesqueleto de actina (Lessey, Guilluy et
al. 2012; O'Connor and Chen 2013).

12



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MARCO TEORICO

RhoA

/ GTP

\/ ROCK mDia
MLC \ 1
fosfatasa Pi
LIMK Polimerizaciéon
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\, Pi de actina
MLC
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de fibras de tension
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Estabilizacién
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Figura 4. La via de RhoA. ROCK fosforila directamente a MLC lo que incrementa la actividad de la
miosina Il para llevar a cabo la formacion de la fibras de tensién de actina, ademés ROCK inhibe la
accion de la MLC fosfatasa para inhibir su funcion de fosfatasa hacia MLC. ROCK también fosforila
a LIMK que a su vez fosforila a cofilina lo que evita la despolimerizacion de las fibras de actina.
Ademas RhoA induce directamente la activaciéon de mDial para llevar a cabo la formacién de los
filamentos de actina. Tomado y modificado de Lessey et al., 2012.

ROCK tiene otros sustratos mediante los cuales controla la actividad de la
miosina Il, a través del control en la fosforilacion de la cadena ligera de miosina.
ROCK se une a la cadena ligera de miosina fosfatasa (MYPT), la cual fosforila y
de esta manera inactiva su actividad de fosfatasa hacia MLC. Ademéas, ROCK
también fosforila directamente a MLC, lo que favorece un incremento en la
actividad de la miosina ATPasa y la formacién de fibras (Pfitzer 2001; Chen,
Guerriero et al. 2008; Narumiya, Tanji et al. 2009). Adicionalmente, mediante
estudios de imnunofluorecencia se encontroé la localizacion subcelular de MYPT1,
la cual co-localiza con miosina y las fibras de tension de actina (Matsumura and
Hartshorne 2008).

En el estudio de los procesos celulares que tienen que ver con los
dinamismos del citoesqueleto de actina y las funciones celulares, ROCK es una de

13
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las proteinas mas estudiadas, ya que las alteraciones en ROCK, puede llevar a la
transformacion celular, procesos invasivos, desarrollos de patologia y también
cancer (Etienne-Manneville and Hall 2002; Coleman, Densham et al. 2006; Chen,
Guerriero et al. 2008; Heng and Koh 2010; Chi, Wang et al. 2013; Schofield and
Bernard 2013). La inhibicibn de ROCK con un inhibidor especifico (Y-27632), ha
demostrado que puede bloquear las funciones celulares donde ROCK participa, y
se ha observado que la inhibicion de ROCK retrasa el ciclo celular, bloguea la
unién de puntos focales; asi como también inhibe la formacién de fibras de tension
de actina. En este sentido ROCK es una proteina adecuada para el desarrollo de

terapias contra el cancer.

La via de la proteina MLC

La Cadena Ligera de Miosina (MLC) es una proteina compleja con multiples
subunidades que regula la contraccion celular mediada por la actividad catalitica
de la actomiosina. La MLC es una proteina catalitica que se encuentra en el
nacleo de la miosina Il y que regula la actividad de la miosina ATPasa para
habilitar la interaccion con actina-F y modular la contraccion celular (Amano, Ito et
al. 1996). La fosforilacion de la MLC, promueve la actividad de la miosina Il
ATPasa que conduce al incremento de las contracciones de la célula, esta
actividad es predominantemente dependiente del equilibrio entre Ca®* (Heng and
Koh 2010; Lessey, Guilluy et al. 2012; Schofield and Bernard 2013).

Bajo condiciones normales, la estabilidad del complejo de uniones del
citoesqueleto es mantenida a través del balance célula-célula y las fuerzas de
adherencia a la matriz y la tension contractil del citoesqueleto. En las células
endoteliales durante la estimulacion por agentes inflamatorios, la polimerizacion y
formacion de las fibras de tension de actina ocurren acompafiadas de la
fosforilacidn de la cadena ligera de miosina. Esas respuestas del citoesqueleto
actian produciendo una fuerza centripeta contracti que compite con las
adhesiones célula-célula lo que representa un ensanchamiento del espacio
intercelular y este proceso esta involucrado con la invasividad (Yuan, Shen et al.
2012).
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Fibras de tension de actina

Las fibras de tension de actina controlan procesos importantes como la movilidad
y contraccion de la célula durante la division celular (Narumiya, Tanji et al. 2009).
La alteracion en las funciones de las fibras de tensidon de actina puede resultar en
proliferacion celular, desprendimientos de la matriz extracelular y la transformacion
celular, lo que esta asociado con el desarrollo de tumores y metéstasis (Ridley
1997; Heng and Koh 2010; Chi, Wang et al. 2013)

Las fibras de tensibn de actina son estructuras macromoleculares
compuestas por filamentos de actina entrelazados y de proteinas de miosina
motor Il. Las fibras de tensidbn de actina contienen paquetes de filamentos
paralelos de actina-F intercalados con arreglos paralelos de miosina Il. Estas
fibras de tension generan la fuerza contractil que ayuda en el movimiento hacia
delante de las células migrantes a través del ciclo de la Miosina Il ATPasa
(Schofield and Bernard 2013).

El ciclo de la Miosina Il ATPasa es un proceso con multiples pasos, inicia
con la fosforilacién de la MLC2, que permite la subsecuente carga de ATP de la
cadena pesada de miosina. La subsecuente hidrélisis de ATP a ADP mas fosfato
inorganico (Pi) resulta en la union de la cadena pesada a actina-F. La liberacion de
ADP y Pi causa un cambio conformacional en la regién de la cabeza de la cadena
pesada de miosina que resulta en un “golpe de fuerza” de actina-F. La
sefializacion de ROCK potencializa el ciclo de la miosina Il ATPasa de dos formas.
Primero, ROCK fosforila directamente a MLC2. Ademas, y por otro lado, ROCK
fosforila a la cadena ligera de miosina fosfatasa (MYPT) inhibiendo su actividad de
fosfatasa hacia la MLC2 (Schofield and Bernard 2013).

Las proteinas de Rho son de gran importancia, ya que se sabe juegan un
papel importante en la transformacion celular, y por lo tanto estas proteinas o los
componentes de esta via de sefializacion celular han sido de gran interés en el

desarrollo de terapias anticancer (Ridley 1997).
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Si bien, nuestro grupo recientemente reportdé que las PMj, de la Ciudad de
México inducen fibras de actina, se desconoce el mecanismo mediante el cual las
PMjg estan induciendo la formacién de éstas fibras de tensién de actina (Sanchez-
Pérez, Chirino et al. 2014).

Las PMyo son capaces de inducir la formacion de fibras de tensién de actina
y ademas dafio a DNA pero no inducen apoptosis. Debido a que el citoesqueleto
de actina participa en procesos celulares importantes y su alteracion o la de las
proteinas que lo regulan son eventos que favorecen el desarrollo de céncer, el
objetivo de este trabajo fue determinar si la formacion de las fibras de tension de

actina esta mediada por la via de ROCK y MLC.
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Justificacion del estudio
La exposicion a contaminantes atmosféricos, principalmente a las PMjp han

demostrado ser un factor de riego en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, respiratorias y cancer. En este sentido, nuestro grupo de trabajo
ha encontrado que las PMyo de la Ciudad de México pueden inducir la formacion
de fibras de tension de actina. Las fibras de tension se han asociado a procesos
tumorales e invasivos, modulados a través de la familia de GTPasas de Rho,
principalmente RhoA y su proteina blanco rio abajo, ROCK. Por otro lado, las
alteraciones en la via de ROCK se han asociados al desarrollo de neoplasias y
transformacion celular. Por esta razén, ROCK se ha propuesto como candidato en
el desarrollo de terapias anticancer.

Hipotesis
Las PMyg induciran la formacién de fibras de tensién de actina via la activacion de,
ROCK y Miosina, la formacion de fibras dependera de la composicion de las PMyq

y no se encontraran cambios en las fases del ciclo celular o apoptosis.
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Objetivo general
Identificar la participacion de la via de ROCK-MLC en la formacién de fibras de
tensidn de actina en células expuestas a PM;p de la Ciudad de México con

diferente composicion (una zona industrial y una zona comercial).

Objetivos particulares

Determinar la citotoxicidad celular mediante la técnica del cristal violeta, en células
A549 expuestas a 5, 10 y 20 pg/cm? de PMyo del norte y sur de la Ciudad de
México durante 24h, colectadas en el 2007.

Evaluar el ciclo celular mediante la técnica de citometria de flujo, en células A549
expuestas a 10 pg/cm? de PMyo del norte y sur de la Ciudad de México por 24h.

Determinar la formacién de fibras de tensién de actina por medio de faloidina
marcada con rodamina (TRITC) con un ensayo de fluorescencia, en células A549

expuestas 24h a 10 pg/cm? de PMyo del norte y sur de la Ciudad de México.

Determinar la expresion de ROCK mediante la técnica de inmunofluorescencia en
células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMy, del norte y sur de la Ciudad de

México por 24h.

Determinar la activacion de ROCK a través de la fosforilacibn de su sustrato
especifico, MYPT1 en treonina 853 en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de
PMio del norte y sur de la Ciudad de México por 24h, a través de

inmunofluorescencia.

Determinar la fosforilacion de MLC en serina 19 mediante inmunofluorescencia, en
células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMy, del norte y sur de la Ciudad de

México por24h.

Hacer la co-localizacion de ROCK y MLC y las fibras de tension de actina

mediante un triple marcaje por medio de la técnica de inmunofluorescencia.

Determinar la participacion de ROCK en la formacion de fibras de tension de

actina en células A549 expuestas 24h a 10 pg/cm? de PMy, del norte y sur de la
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Ciudad de México mediante la utilizacion del inhibidor especifico de ROCK, Y-
27632.

Determinar si existen diferencias en los efectos evaluados dependiendo de la
composiciéon de las PMp.
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Materiales y método

Colecta de PMo

Las PMj, fueron colectadas en dos zonas de la Ciudad de México; una zona
industrial (ZI) al norte de la ciudad, en donde la principal actividad economica es la
industria, y una zona residencial (ZR) al sur, en la cual el factor mas importante es
el transito vehicular (Figura 5). Para la colecta de las PM;gse us6 un muestreador
de grandes volimenes con un flujo de 1.13 m*min (GMW modelo 1200 VFC
HVPM10; Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA). Las PMyq fueron colectadas sobre
un filtro de nitrocelulosa con poros de 3.0 um (Sartorius AG, Goettingen,
Germany), 3 dias por semana durante el 2007. Los filtros se almacenaron en
obscuridad, a 4°C en un desecador antes de remover las particulas. Las particulas
fueron colectadas de los filtros raspando cuidadosamente la membrana con una
hoja quirargica libre de endotoxinas en viales de vidrio libre de endotoxinas. Las
particulas colectadas de cada zona se mantuvieron en obscuridad y secas a 4 °C

hasta su uso (Alfaro-Moreno, Torres et al. 2009).

Ciudad de México
¥ su Zona Metropolitana

< DF
Delegacion o municipio
© Zonas de muesfreo

Zona Industrial

© Zona Residencial

Figura 5. Zonas de colecta de las PMy Al norte de la Ciudad de México se encuentra la Zona
Industrial (ZI) y al sur esta la Zona Residencial (ZR). Mapa tomado y modificado del SIMAT 2012.

20



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO MATERIAL Y METODO

Cultivo celular

Para la realizacion de éste trabajo se utilizé la linea celular A549 proveniente de
carcinoma de pulmén humano, establecida en 1972, obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas VA, USA). Las células A549 son derivadas
de carcinoma, y éstas han mantenido muchas de las caracteristicas morfologicas y
metabdlicas de células de epitelio de tipo Il normal (Foster, Oster et al. 1998). Por
otro lado, no hay reportes que indique que se encuentre alterada la via de RhoA.
Las células se cultivaron en medio F12K suplementado con 10% de suero fetal
bovino y se incubaron a 37°C con 5% de CO, (NUAIRE, NU-4750). Una vez que
las células alcanzaron un 80% de confluencia se emplearon para los

experimentos. Todos los experimentos se hicieron al menos por triplicado.

Exposicion a PM1o

Después de que las células alcanzaron 80% de confluencia, se removié el medio
de cultivo y se reemplazo con medio libre de suero mas PMio. El medio libre de
suero se us6 para evitar que la albumina contenida en el suero fetal bovino
actuara como un quelante de metales y enmascarara algunos efecto de las
particulas. 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 las concentraciones finales de 5, 10 y 20 pg/cm? en el cultivo celular.

Viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular se empleo la técnica de cristal violeta, midiendo
el numero de células residuales (vivas) tefiidas con cristal violeta. En placas de 96
pozos se sembraron 10,000 células, y después de 24 h se expusieron a 10ug/cm?
de PMyo por 24. Transcurridas las 24 h se retiro el medio, y se lavaron las células
con 100 pl por pozo de Buffer de Fosfatos Salino (PBS) que contenia 1.059 mM de
KH;P0,4,155.174 mM de NaCl, 2.96 mM de Na;HPO4-7H,0, pH 7.4, se retiro el
PBS y las células se fijaron con 100 ul de paraformaldehido al 4%. Las placas se
almacenaron a 4°C durante 24 h. Posteriormente se retiro el paraformadehido y se

agregarén 100 pl de cristal violeta al 0.1% en PBS durante 10 min en agitacion,
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para permitir que el colorante penetre la membrana de las células que quedaron
adheridas. Se retird el colorante con agua corriente hasta eliminar el exceso de
colorante, y se quité el exceso de agua. Se agregaron 50 ul por pozo de &cido
acético al 33% y se puso en agitacion durante 10 min., lo que permitié extraer el
colorante de las células. La placa se analiz6 en un espectrofotometro (TECAN
Genios basic) a una longitud de onda de 570 nm. Los resultados se reportaron

como por ciento con respecto al control de células sin exponer.

Ciclo celular

Para evaluar el ciclo celular, se empleo la técnica de citometria de flujo, la cual
consiste en determinar la fraccién de células en las diferentes etapas del ciclo
celular en el que se encuentran. Esta técnica mide la cantidad de ADN en cada
célula de una poblacion tratada con un fluorocromo que se une al ADN, y cada
componente de esa poblacidn se hace pasar por un dispositivo 6ptico sensible a la
fluorescencia emitida por cada célula. Después de exponer las células A549
(2x10° células por muestra) a las condiciones ya mencionadas arriba, éstas se
cosecharon y se centrifugaron (1000 xg por 5 min a 4°C). El botén celular se
resuspendié en 1 mL de PBS frio. Las células se fijaron afiadiendo 4 mL de etanol
absoluto por 24 h. Posteriormente se afiadi6 RNasa A (100 pL de un stock de 200
pug/mL) a cada muestra y se incub6 a 37°C por 30 min. Las células se tefiieron con
yoduro de propidio (100 pL de un stock de 1 mg/mL) y se incubaron a temperatura
ambiente por 10 min. Las muestras se analizaron en un citbmetro de flujo
(FACSort BECTON DICKINSON) usando el software CellQuest and ModFit LT.
Los resultados se reportan como porcentaje de células en las distintas fases del

ciclo celular.

Tincion de fibras de actina

En laminillas de 8 pozos, se sembraron 20,000 células por pozo y 24 h después se
expusieron por 24 h a 10 pg/ cm? de PMy, del norte y sur de la Ciudad de México.
Después de 24 h de incubacion se retiré el medio y se hicieron 3 lavados con TBS
frio, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% por una hora a 37°C. Las
laminillas se lavaron con Tris Buffer Salino (TBS) 50 mM de Tris-HCI (pH 7.4), 150
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mM de NaCl, y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% por 5 min., a
temperatura ambiente. Enseguida se lavaron las laminillas con TBS por 5 min.,
tres veces. Después se amortiguaron las células con borhidruro de sodio al 0.1%
en TBS por 5 min., para minimizar la autofluorescencia. Las células se bloquearon
con buffer de bloqueo [10% suero de caballo, 1% de BSA (albumina de suero
bovino) en TBS] por una hora a temperatura ambiente y en agitacion, a
continuacion se lavaron una vez con TBS por 5 min., en agitacion. El primer
marcaje se hizo con faloidina (Sigma Num. Cat. P1951) acoplada a TRITC
(Tetrametil Rodamina Isotiocianato) a una concentracién de 500 ng/ml diluido en

PBS, y se incub6 a 4°C toda la noche.

Inmunofluorescencia de ROCK, MYPT1 y MLC

Para las inmunofluorescencias se hizo un doble marcaje para hacer la co-
localizacion entre las fibras de tension de actina en combinacion con ROCK,
MYPT1 y MLC en los que permaneceran constantes faloidina y DAPI para

visualizar fibras de tensioén de actina y nucleo, respectivamente.

Inmunofluorescencia de ROCK - Fibras de actina

Después de la tincidn con faloidina (previamente descrito), el segundo marcaje se
hizo con el anticuerpo para ROCK (ABCAM Num.Cat. ab-58305). Se utilizé una
dilucion 1:100 en un amortiguador de 1% BSA en TBS 1x. Las laminillas se
incubaron a 4°C toda la noche. Se hicieron 3 lavados de 5 min., cada uno. La
laminilla se incubé con el anticuerpo secundario anti-mouse marcado con
fluoresceina isotiocianato (FITC) en un amortiguador de 1% BSA en TBS 1x a una
dilucion de 1:500, a temperatura ambiente protegido de la luz, por 45 min. Se
hicieron 3 lavados con TBS de 5 min., cada uno protegido de la luz. Enseguida se
procedié al montaje de la laminilla con ProLong Gold (Invitrogen No. de cat
P36935) antigrade reagent con DAPI y se almacené toda la noche en

refrigeracion.
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Inmunofluorescencia MYPT1 fosforilada (Thr 853) - Fibras de actina

La activacion de ROCK se determind mediante la fosforilacion de un sustrato
especifico, para ello se empleo el anticuerpo para MYPT1 que reconoce la forma
fosforilada en treonina 853 (p-MYPT1 Thr 853) (Santa Cruz Num.Cat. sc-17432).
El anticuerpo se diluyé en un amortiguador de BSA al 1% en TBS 1, y se uso una
concentracion de 1:100. La laminilla se incubo a 4°C toda la noche. Se hicieron 3
lavados con TBS de 5 min., cada uno. La laminilla se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-goat—FITC a una concentracién de 1:500 a temperatura ambiente
protegido de la luz por 45 min. Se hicieron 3 lavados con TBS de 5 min., cada uno
protegido de la luz. Enseguida se procedio al montaje de la laminilla con ProLong
Gold (Invitrogen No. de cat P36935) antigrade reagent con DAPI y se almacené

toda la noche en refrigeracion.

Inmunofluorescencia MLC fosforilada (Ser 19) - Fibras de actina

Para analizar la colocalizacion de MLC fosforilada (Ser 19) después de la tincion
con faloidina, el segundo marcaje se hizo con el anticuerpo p-MYL9 (Ser 19)
(Santa Cruz Num.Cat. sc-19849-R) que reconoce la forma fosforilada de la cadena
ligera de miosina en serina 19. Se utilizé una dilucion 1:100. Las laminillas se
incubaron a 4°C toda la noche. Se hicieron 3 lavados de 5., min cada uno. La
laminilla se incubd con el anticuerpo secundario anti-rabbit-FITC 1:500 a
temperatura ambiente protegido de la luz por 45 min. Se hicieron 3 lavados de 5
min., cada uno protegido de la luz. Enseguida se procedié al montaje de la
laminilla con ProLong Gold (Invitrogen No. de cat P36935) antigrade reagent con

DAPI y se almaceno toda la noche en refrigeracion.

Inhibidor de ROCK

Para comprobar que las particulas de la Ciudad de México inducen la formacion
de fibras de tension de actina por la via de ROCK, se hicieron experimentos en
paralelo utilizando el inhibidor especifico de ROCK Y-27632 (Millipore Num.Cat
688000-1MG). El inhibidor se disolvié en medio de cultivo F12k y la células se pre-
incubaron a una concentracion de 10 pM por 30 minutos, posteriormente se

lavaron las células con PBS y se expusieron a 10 pg/cm? de PMyo de la ZI y ZR
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como se describié previamente, y se hicieron inmunofluorescencias con los
anticuerpos ROCK, p-MYPT1 y p-MLC como previamente se describid, ademas de

tenirlas con faloidina rodaminda.

Captura de imdgenes

Por cada pozo se tomaron al menos tres fotos de campos distintos vy
representativos de la poblacion celular. Las fotos de las proteinas evaluadas se
tomaron en un microscopio de fluorescencia vertical Axioskop2 mot plusCarl Zeiss
(Axio_cam HRm Carl Zeiss). El analisis densitométrico de las fotos se hizo con el
software de analisis de imagen ImageJ v 1.48b. (Rasband 1997-2008). Todos los
experimentos se hicieron por triplicado.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de la viabilidad celular, evaluacion del ciclo celular,
apoptosis y las densitometrias de las fotos se realizaron con un analisis de
varianza multiple (ANDEVA), seguido de una prueba de Bonferroni. En todos los
casos se consideraron significativas aquellas diferencias en las cuales la

probabilidad fue menor al 5%.
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Resultados
Citotoxicidad celular

Se hizo una curva de citotoxicidad con 5, 10 y 20 pg/cm? de particulas colectadas
al norte (zona industrial ZI) y sur (zona residencial ZR) de la Ciudad de México y
se determind la viabilidad celular, en células epiteliales de pulmén humano (A549)
mediante cristal violeta. Las particulas de ambas zonas (ZI y ZR) con diferentes
composiciones, no indujeron muerte celular en ninguna de las concentraciones
evaluadas (Figura 6a). Por otro lado, no se observaron cambios morfol6gicos en
las células expuestas a las particulas de ambas zonas (Figura 6b). Debido a que
ninguna de las dosis utilizadas indujo muerte celular, los siguientes experimentos

se realizaron utilizando la dosis de 10 pg/cm?.
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Figura 6. Efecto citotoxico de las PM; en células A549. Las células A549 fueron expuestas a 5, 10
y 20 ug/cm2 de PMj, de una zona industrial (ZI) y una zona residencial (ZR) por 24h., y se evalud la
viabilidad celular mediante el método colorimétrico del cristal violeta. a) Las PM;q de ambas zonas
a las diferentes concentraciones utilizadas no son citotéxicas. b), Micrografia de luz de células
A549 expuestas a diferentes concentraciones de PM;gde la ZI y la ZR con un aumento de 10x.

26



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO RESULTADOS

Las PMio de la Ciudad de México inducen la formacion de Fibras de

tension de actina

Recientemente nuestro grupo de trabajo reporté que las PMyo colectadas en la
época de secas entre el 2004-2005 de la Ciudad de México inducen la formacién
de fibras de tension de actina (Sanchez-Pérez, Chirino et al. 2014), sin embargo,
se desconoce la via mediante la cual las PM3p inducen la formacion de las fibras
de actina. En este estudio se observo que las PMs de la Zl y ZR de la Ciudad de
México colectadas en el 2007 son capaces de inducir la formacién de las fibras de
tensién de actina con respecto al control (ZI 21.1+1.6 vs Ct 15.5+£0.9, p<0.0001) y
(ZR 23.3t1.4 vs Ct 15.5+0.9, p<0.0001), y ademas que las particulas de la ZR
tienen un mayor efecto en la induccién de la formacién de las fibras de tension de
actina que las PMyp de la ZI (ZR 23.3£1.4 vs Z| 21.1+1.5, p<0.001) (Figura 7ay
7b).
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Figura 7. Induccion de fibras de tension de actina en células A549 expuestas a PM,y. Las células
A549 se expusieron a 10 pg/cm?® de PMyo de la ZI y ZR por 24h. a) Las fibras de actina fueron
marcadas con faloidina rodaminada (TRITC) y el nicleo con DAPI. Las PM de la ZI y la ZR
inducen la formacién de fibras de tensién de actina. b) El andlisis cuantitativo de las fibras se hizo
mediante densitometria y se expres6é como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los resultados se
presentan como la media + DS de tres experimentos independientes. ***p<0.01 ZI vs Ct,
++n<0.0001 ZR vs Ct y #p<0.001 ZR vs ZI. Las imagenes se adquirieron por microscopia de
fluorescencia tomadas en un microscopio de fluorescencia vertical Carl Zeiss, con un aumento de
40x, y las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Expresion de ROCK en células expuestas a PMio de dos zonas de la
Ciudad de México

La activacion de ROCK via RhoA participa en la remodelacién del citoesqueleto de
actina. Para investigar si las PM;o inducen la formacion de fibras de tension de
actina por la via ROCK, las células A549 fueron expuestas a 10 pg/cm?de PMyo de
la ZI'y ZR por 24h. Mediante inmunofluorescencia se evaluo la localizacion celular
de ROCK. Los resultados muestran un incremento en la expresion de ROCK en
las células expuestas a las PM de ambas zonas comparadas con células sin
exponer (Figura 8a) y el analisis densitométrico de la expresion de ROCK muestra
diferencias significativas entre las células expuestas las PMjo de la ZI y la ZR
comparadas con el control (ZI 10.7+1.8 vs Ct 6.6+1.0, p<0.0001) y (ZR 11.2+2.0 vs
Ct 6.6£1.0, p<0.0001) (Figura 8b).
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Figura 8. Induccién de la expresion de ROCK en células A549 expuestas a PM;o. Células A549 se
expusieron a 10 pg/cm2 de PMgde la ZI y ZR por 24h. a) ROCK fue marcado con FITC, las fibras
de actina fueron visualizadas con faloidina marcada con Rodamina (TRITC), y el ndcleo fue
marcado con DAPI. Las PMy, de la ZI y la ZR indujeron la expresion de la proteina ROCK y ésta
co-localiza con las fibras de actina. b) El andlisis cuantitativo de la expresion de ROCK se hizo
mediante densitometria y es expresado como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los resultados
son presentados como la media + DS de tres experimentos independientes ***p<0.0001 Z| vs Ct y
***n<0.0001 ZR vs Ct. Las imagenes se adquirieron por microscopia de fluorescencia tomadas en
un microscopio de fluorescencia vertical Carl Zeiss, con un aumento de 40x, y las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes.
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Determinacion de la actividad de ROCK a través de la fosforilacion de
MYPT1 en treonina 853 por PM1 de la Ciudad de México

Con los resultados anteriores se determind que las PM;o inducen un incremento
en la expresion de ROCK. Para determinar si ROCK esta activo, se evallo la
fosforilacion de MYPT1 en treonina 853, este evento es un indicador de la
actividad de ROCK (Matsumura and Hartshorne 2008). Las PMjo de la ZI y ZR
indujeron la fosforilacion de MYPT1 (Thr 853) (Figura 9a). Lo que sugiere que
ROCK esta activo y puede favorecer la formacion de fibras de actina. El analisis
densitométrico muestra que el incremento de ROCK inducido por las PM de
ambas zonas es significativo con respecto a las células sin exponer (ZI 14.6+2.5
vs Ct 11.7+0.7, p<0.01 y ZR 18.2+2.3 vs Ct 11.7+0.7, p<0.0001) (Figura 9a y 9b).
Las particulas de la ZR indujeron un mayor incremento en la fosforilacion de
MYPT con respecto de la ZI (ZR 18.2+2.3 vs ZI 14.6+2.5, p<0.001) (Figura 9b).
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Figura 9. Fosforilacion de MYPT1 en células A549 expuestas a PMj,. Las células A549 se
expusieron a 10 pg/cm2 de PMyy de la ZI y ZR por 24h. a) La proteina MYTP1 fue marcada con
FITC y las fibras de actina fueron visualizadas con faloidina marcada con Rodamina (TRITC), y el
nacleo fue marcado con DAPI. Las PMy, de la ZI y la ZR indujeron la fosforilacion de MYPT1 y este
evento se relaciona con la activacion de ROCK. b) El analisis cuantitativo de MYPT1 se hizo
mediante densitometria y es expresado como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los resultados
son presentados como la media + DS de tres experimentos independientes *p<0.01 ZI vs Ct,
#+n<0.0001 ZR vs Ct y *p<0.001 ZR vs ZI. Las imagenes se adquirieron por microscopia de
fluorescencia tomadas en un microscopio de fluorescencia vertical Carl Zeiss, con un aumento de
40x, y las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Las PMjo de la Ciudad de México inducen fosforilacion de la Cadena

Ligera de Miosina (MLC)

La cadena ligera de miosina es una proteina importante en la formacion de las
fibras de tensién de actina, ya que regula la fosforilacion de la miosina Il ATPasa
para llevar a cabo la tension celular y MLC es regulada directamente por ROCK
(Birukova, Smurova et al. 2004; Schofield and Bernard 2013). Las PMo de la ZI y
de la ZR indujeron la fosforilacion de MLC de manera significativa comparada con
células sin exponer (ZI 10.1+1.7 vs Ct 7.9+£1.0, p<0.01 y ZR 12.1+1.9 vs Ct
7.941.0, p<0.0001) (Figura 10a). Ademas las PM, de la ZR presentan diferencias
significativa en la fosforilacion de MLC con respecto de la ZI (ZR 12.1+1.9 vs ZI
10.1+1.7, p<0.01) (Figura 10b).
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Figura 10. Fosforilacion de MLC en células A549 expuestas a PMy,. Las células A549 fueron
expuestas a 10 pg/cm2 de PMy, de la ZI y ZR por 24h, a) la proteina MLC (Ser19) se marcé con
FITC y para observar las fibras de actina se uso faloidina (TRITC). La PM;, de ambas zonas
inducen la fosforilacion de MLC de manera significativa por la via de ROCK b) El andlisis
cuantitativo de MLC se hizo mediante densitometria y es expresado como unidades arbitrarias de
fluorescencia. Los resultados son presentados como la media + DS de tres experimentos
independientes *p<0.01 ZI vs Ct, **p<0.0001 ZR vs Ct y “p<0.001 ZR vs ZI. Las imagenes se
adquirieron por microscopia de fluorescencia tomadas en un microscopio de fluorescencia vertical
Carl Zeiss, con un aumento de 40x, y las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes.
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Las PMio de ambas zonas no inducen fibras de tension de actina

cuando se inhibe la activacion de ROCK

Con estos resultados se observa que las PMjo inducen a ROCK1 y que ésta
proteina esta activa, para llevar a cabo la formacion de fibras de tension de actina,
ya que fosforila a MYPT1. Aunado a esto, las PMj;, también incrementa la
fosforilacion de MLC, lo que sugiere fuertemente la participacion de ROCK en la

formacién de fibras de actina.
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Figura 11. Efecto de Y-27632 sobre células expuestas a PMj,. Las células A549 fueron
preincubadas con el inhibidor Y-27632 (10 pM) 30 min., enseguida se expusieron a PMpde la ZI y
ZR (10 ug/cmz) por 24h. a) para la visualizacion de las fibras de actina se utilizo faloidina
rodaminada (TRITC) y se hizo mediante un ensayo de fluorescencia. Las PM;, inducen la
formacion de fibras de tension de actina a través de ROCK, ya que Y-27632 (Inhibidor especifico
de ROCK) previno la formacién de las fibras de actina. b) El andlisis cuantitativo de las fibras se
hizo mediante densitometria y es expresado como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los
resultados son presentados como la media + DS de tres experimentos independientes ***p<0.0001
Zl vs ZI+Y27632 y **p<0.0001 ZR vs ZR+Y27632. Las imagenes se adquirieron por microscopia
de fluorescencia tomadas en un microscopio de fluorescencia vertical Carl Zeiss, con un aumento
de 40x, y las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Para demostrar que las PM;o de ambas zonas inducen la formacion de fibras via la
activacion de ROCK1, se utilizé el inhibidor Y-27632 especifico de ROCK. Las
células A549 se pre-incubaron con el inhibidor de Y-27632 (10 uM) por 30 min.,
posteriormente fueron expuestas a 10 pug/cm? de PMyo de la ZI 'y ZR por 24h. Se
observd una disminucion significativa en la formacion de fibras de tension de
actina en las células expuestas a PMyp de la ZI y ZR preincubadas con Y-27632
comparadas con las células sin preincubar (ZI 21.1+1.6 vs ZI+Y27632 17.7+1.4,
p<0.0001) y (ZR 23.3t1.4 vs ZR+Y27632 17.1+1.2, p<0.0001) (Figura 7a, 7b,
Figura 11a y 11b), este evento deja claro que ROCK participa en la formacion de

fibras de tension de actina inducidas por las PMyg de la ZI y ZR (Figura 11ay 11b).

Ciclo celular y apoptosis

La remodelacién de actina, en condiciones normales participa en varios procesos
celulares, como division del ciclo celular y apoptosis. Para determinar si las PM1g
inducen cambios en el ciclo celular o apoptosis, se expusieron células A549 a 10
pg/cm? de PMyo de una ZI y una ZR por 24h. Se observé que 10 pg/cm? de PMyg
de ambas zonas no alteran las fases del ciclo celular, ni inducen apoptosis (Tabla
1).

Tabla 1. Distribucién del ciclo celular y apoptosis (%) de células expuestas a PMyq.

Ciclo celular (%) Apoptosis (%)
G0-G1 S G2-M
Control 71.9+£5.0 17.9£3.7 10.2+1.6 1.3+0.5
d| 72.045.1 17.6+2.7 10.4+2.9 4.4+2.2
ZR 71.944.2 17.94£2.9 10.0+1.8 5.0+£2.8

Media £ SD
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Discusion

En este estudio reportamos que la exposicién de células A549 a 5, 10 y 20 ug/cm?
de PMjyo de la ZI y ZR por 24h, no alteran la viabilidad celular. También se
demostré que 10 pg/cm? de PMio de una zona industrial y una zona residencial
son suficientes para inducir la formacién de fibras de tension de actina via la
activacion de la proteina ROCK y la fosforilacion de sus proteinas blanco MYPT1 y
MLC, ademas se demostro que las PMyp de ambas zonas inducen la formacion de
fibras mediante la activacion de ROCK, ya que en las células preincubadas con el
inhibidor especifico de ROCK (Y-27632) disminuy6 notablemente la formacion de
fibras de tension. También observamos que las PMs no inducen cambios en las
diferentes fases del ciclo celular ni apoptosis. Por otro lado, se determiné que la
composiciéon de las particulas juega un papel muy importante en la potencia de los
efectos, ya que las PM;p de la ZR indujeron mayores efectos que las PMjo de la
ZI.

Viabilidad celular

Nuestro grupo de trabajo y otros autores han reportado que 10 pg/cm? de PMyo es
una dosis subletal, ya que induce un bajo porcentaje de muerte celular (Tabla 1)
En este trabajo se evalud la viabilidad celular en células A549 expuestas a 5, 10 y
20 pg/cm? de PMyo de una zona residencial y una zona industrial, y no se observé
muerte celular con ninguna de las concentraciones utilizadas. No obstante, se
sabe que las PM;p inducen citotoxicidad y muerte celular; sin embargo, éstos
resultados se han reportado con dosis mayores a las utilizadas en éste trabajo.
Por ejemplo, Alfaro-Moreno y colaboradores (2002) utilizaron concentraciones de
20, 40 80 y 160 pg /cm? de PMy, y reportaron muerte celular por apoptosis entre
un 15 y 50% en diferentes lineas celulares, ademas este grupo sugirié que las
células A549 presentan cierta resistencia a los efectos citotoxicos de las particulas
(Alfaro-Moreno, Martinez et al. 2002), en este sentido, otros autores han coincidido
en que las células A549 presentan cierta resistencia a los efectos citotoxicos de
las PMso (Alfaro-Moreno, Martinez et al. 2002; Osornio-Vargas, Bonner et al. 2003;

Calderon-Segura, Gomez-Arroyo et al. 2004). Por otro lado, el grupo de trabajo de
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Gualtieri (2010) no encontré cambios significativos en la viabilidad celular al
exponer células A549 a 10 pg/cm? de PMyo por 24h (Gualtieri, Ovrevik et al. 2010),
estos resultados concuerdan con el 5% de apoptosis (no significativo) aqui
reportado y es congruente con reportes en los que se reporta que la linea celular
A549 presenta cierta resistencia a los efectos citotoxicos de las particulas. Si bien,
en este trabajo no se observd muerte celular o citotoxicidad inducido por las
particulas, se sabe que los compuestos organicos de las PM como los HAPs
(Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos) juegan un papel importante en la muerte
celular inducida por las PM. En este sentido, Calderon-Segura et al., 2004
reportaron que extractos organicos de las PM inducen muerte celular, utilizando
concentraciones entre 50 y 300 pug de extractos de PMjo (Calderén-Segura,

Gbomez-Arroyo et al. 2004).

En este estudio se hizo una curva de dosis respuesta a la citotoxicidad de
las particulas y observamos que las concentraciones de 5, 10 y 20 pg/cm? de PMag
de la ZI y ZR, no afectan la viabilidad celular segun lo determinado por la prueba
del cristal violeta. Estudios previos han demostrado que las concentraciones por
debajo de 50 pg/cm? de PMy, no afectan importantemente la viabilidad celular
(Bonner, Rice et al. 1998; Alfaro-Moreno, Martinez et al. 2002; Chirino, Sanchez-
Pérez et al. 2010). Sin embargo, se sabe que 10 pg/cm? de PM;o son suficientes
para inducir procesos proinflamatarios como la liberacién de IL-6, IL-8 (Alfaro-
Moreno, Torres et al. 2009), estrés oxidativo (Chirino, Sanchez-Pérez et al. 2010),
dafio a la doble cadena de ADN (Sanchez-Pérez, Chirino et al. 2009) y
recientemente la induccion de fibras de tension de actina (Sanchez-Pérez, Chirino
et al. 2014). Por lo anterior, en este trabajo se utilizaron 10 pg/cm? de PMy, de dos
zonas de la Ciudad de México para conocer las vias asociadas a la formacion de

las fibras de tensiéon de actina, se evallo la via de ROCK1.

Induccion de fibras de tension de actina
En la década de los 70s y 80s surgieron estudios epidemiolégicos en los que se
estudiaba el efecto que la contaminacién atmosférica tenia en la salud de los

seres humanos. En el valle de Utha, en E.U., el 90% de los habitantes de esta
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regién pertenecen a la Iglesia de Jesucristo de los Santos de los Ultimos dias
(mormones), quienes tienen fuertes ensefianzas en contra de los fumadores, sus
costumbres los hace una buena poblacion para observar los efectos que tienen los
contaminantes del aire y debido a estas caracteristicas se llevaron a cabo estudios
epidemioldgicos en la regidbn y encontraron que cuando se incrementaba la
concentracion de contaminantes atmosféricos, decaian las funciones pulmonares,
incrementaban las incidencias de los sintomas respiratorios, incrementaban las
ausencias a las escuelas, incrementaban las admisiones a los hospitales por
problemas respiratorios y ademas incrementaba la mortalidad, especialmente

debido a fallas respiratorias y cardiovasculares atribuidos a las PM (Pope 1996).

En el 2002, Pope y colaboradores realizaron un estudio epidemiolégico con
una cohorte de 16 afos y un total de 1.2 millones de adultos participaron en este
estudio, demostrando que las PM pueden ser un factor de riesgo en el desarrollo
de cancer de pulmédn, incluso mas que el humo de tabaco, ya que personas que
nunca habian fumado murieron a causa de cancer de pulmén (Pope, Burnett et al.
2002). Posterior a esta publicacion, surgieron varios articulos epidemiolégicos en
los que se demuestra que las PM pueden ser un factor de riesgo, no solo en el
desarrollo de cancer de pulmén, sino también de cancer de mama (Huo, Zhang et
al. 2013) y cancer gastrico (Chiu, Tsai et al. 2011). Si bien, estas publicaciones
fueron muy importantes y formaron parte en las discusiones para la regulacion de
las emisiones contaminantes a la atmdsfera en todo el mundo (Pope, Burnett et al.
2002), se sabe muy poco acerca de los mecanismos biolégico-celulares por los

gue las PM favorecen el desarrollo de una neoplasia.

Nuestro grupo de trabajo, recientemente reportd que 10 pg/cm? de PMyg
inducen la formacién de fibras de tension de actina (Sanchez-Pérez, Chirino et al.
2014), por lo que se decidio estudiar a ROCK como un participante importante en
la formacién de las fibras de actina inducidas por las PMyo. La via de ROCK en
condiciones fisiolégicas normales esta implicada en los mecanismos de
remodelacion del citoesqueleto de actina. Sin embargo, ROCK es una proteina

gue ha ganado gran atencidn en los ultimos afios, debido a que se ha visto que se
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encuentra sobre-expresada en diferentes neoplasias, y por tal razén ha sido
considerada como un blanco en terapia anti-cancer (Etienne-Manneville and Hall
2002; Chi, Wang et al. 2013).

Las PM de ambas zonas indujeron la expresion de ROCK. Numerosos
estudios sefialan que ROCK es una proteina clave en la regulacion de los
dinamismos del citoesqueleto de actina, ya que modula varias de las funciones
celulares, como la contraccion celular, adhesion, union de puntos focales, la
migracion y proliferacién (Tapon and Hall 1997; Lessey, Guilluy et al. 2012; Chi,
Wang et al. 2013). En este trabajo se observé que las PMyp de ambas zonas son
capaces de inducir de manera significativa la expresion de ROCK y que las
particulas de la ZR tienen un mayor potencial para activar a esta proteina. En este
sentido, se sabe que las alteraciones en la proteina ROCK puede conducir a la
transformacién maligna de las células, evento que esta asociado a procesos que
pueden favorecer el desarrollo de cancer, como son la tumorigénesis y procesos
invasivos (Chen, Guerriero et al. 2008; Chi, Wang et al. 2013; Schofield and
Bernard 2013). ROCK activa a MYPT y en este trabajo se determiné que las PMyq
de ambas zonas son capaces de inducir de forma significativa la fosforilacion de
MYPT1 en Thr 853. La fosforilacibn de esta proteina esta relacionada con el
crecimiento celular y procesos invasivos. Recientemente, se ha reportado en
células de pulmon humanas derivadas de carcinoma (NCI-H446) que el
crecimiento celular e invasividad disminuyen cuando disminuye la fosforilacion de
MYPT1 en Thr 696 (Yang, Di et al. 2012). La fosforilacién de MYPT1 en Thr 853 y
Thr 696 son marcadores de la actividad de ROCK (Matsumura and Hartshorne
2008; Yang, Di et al. 2012). Las alteraciones en la via de Rho/ROCK se sabe que
pueden causar aberraciones en las proteinas de esta via, y una de ellas es la
hiperactivacion de ROCK que estd asociada con agresividad tumoral, y puede
favorecer invasion y metastasis (Takamura, Sakamoto et al. 2001; Schofield and
Bernard 2013). Aqui se muestra evidencia del potencial que tienen las PMy, para
inducir la significativa fosforilacion de MYPT1 en Thr 853 y con ello la activacion

de ROCK, por lo que, las particulas de ZI y ZR puedan estar involucradas en la
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induccion de procesos tumorales e invasivos por medio de la sobre expresion de

ROCK vy activacion a través de la fosforilacion de MYPT1 (Figura 8a, 8b, 9a 'y 9b).

Rio abajo en la sefalizacion de la via de ROCK, se demostr6 que las
particulas de la ZI y ZR son capaces de inducir la fosforilacion de otra de las
proteinas involucradas en la formacién de las fibras de tension de actina es MLC
(cadena ligera de miosina) (Figura 10a y b). La fosforilacion de la MLC, promueve
la actividad de la miosina Il ATPasa que conduce al incremento de las
contracciones de la célula. Ante estos cambios, el citoesqueleto actia produciendo
una fuerza contractii que compite con las adhesiones célula-célula lo que
representa un ensanchamiento del espacio intercelular y este proceso esta
involucrado con la invasividad (Birukova, Smurova et al. 2004; Yuan, Shen et al.
2012). Por ejemplo, MLC est4 involucrada en la disfuncion de las barreras de
células endoteliales de pulmén humano (Birukova, Smurova et al. 2004). Las
alteraciones en las barreras endoteliales pueden estar ligadas a procesos
invasivos ya que pueden ser desencadenados por alteraciones en ROCK, a través
de la regulacion de las funciones de MLC a través de la fosforilacién de MYPT1 en
Thr 853 y de esta manera inhibir su accion de fosfatasa hacia MLC. Ademas,
ROCK fosforila directamente a MLC en Ser 19 (Schofield and Bernard 2013). En
este sentido, las PM;o de ambas zonas son capaces de inducir la expresion de
ROCK y su via de sefalizacion que esta asociada a procesos de tumorigénesis y

metastasis.

Actualmente existen farmacos que son capaces de disminuir la expresion
de ROCK, como Y-27632 (Narumiya, Taniji et al. 2009). Debido a que ROCK juega
un papel muy importante en la biologia de la célula, y que ademas por su conducto
puede llegar a transformaciéon maligna de las células, ROCK se ha propuesto
como una proteina blanco en el desarrollo de terapias anticancer. Nuestros
resultados mostraron que las PMyg inducen la formacion de las fibras de tensién
de actina a través de la via de ROCK, ya que al preincubar las células con el
inhibidor de ROCK Y-27632, y posteriormente exponerlas a PMjo se inhibe la

formacion de fibras de actina inducidos por las particulas, (Figura 11a y 11b). La
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inhibicion de la sobre-expresion de ROCK, asi como su activacion a consecuencia
de farmacos ha disminuido los procesos de crecimiento, invasividad y metéstasis
en los canceres mas agresivos (Croft, Sahai et al. 2004), debido a esto se

considera a ROCK como un buen blanco en el desarrollo de terapias anticancer.

Por otro lado, estudios realizados en diferentes partes del mundo han
demostrado que la composicion de las PM esta ligada a las zonas de colecta
(Englert 2004). La diferencia en la composicion de la particulas se asocia al tipo de
actividades antropogénicas que se llevan a cabo en la zona, asi como a la
ubicacion geografica de donde provengan (Englert 2004). En este trabajo
encontramos diferencias en la potencia de los efectos que las PMy, de las dos
zonas tienen, ya que las particulas de la ZR tuvieron mayores efectos en la
induccidn de fibras de tension de actina, activaciéon de ROCK via la fosforilacion de
MYPT1 en Thr 853, asi como la fosforilacion de MLC que las PMyq de la ZI, por lo
que la diferencia en tales efectos podemos atribuirselos a la composicién de las
PMyo.

El 2002, los efectos que tenian las particulas colectadas al sur (ZR) de la
ciudad, se consideraba que no eran tan potentes en comparacién a los de otras
zonas, como lo es la zona norte, y se pensaba que el componente que inducia las
respuestas inflamatorias eran las endotoxinas contenidas en las PM (Alfaro-
Moreno, Martinez et al. 2002; Osornio-Vargas, Bonner et al. 2003), ya que éstas
cuentan con una mayor cantidad de componentes biol6gicos como las
endotoxinas, y compuestos organicos solubles (Bonner, Rice et al. 1998;
Schwarze, Ovrevik et al. 2006), en comparacion con las particulas de la ZI. Si
bien, en las particulas de ambas zonas se pueden encontrar casi los mismos
componentes, en las PMjo de la ZI se pueden encontrar altas concentraciones de

metales de transicion y sulfatos (Bonner, Rice et al. 1998).

En otro estudio realizado con particulas colectadas en zonas aledafias a las
evaluadas en este estudio, los autores reportan que las PMjo inducen la formacién
de micronucleos y en el caso de las PM colectadas al sur de la ciudad se le

atribuy6 principalmente a los HPAs, derivados de la combustién de gasolinas y
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diesel, en el caso de la zona industrial los efectos se le atribuyeron a la fraccion de
metales solubles, principalmente al cadmio (Roubicek, Gutierrez-Castillo et al.
2007). En este sentido, se sabe que las particulas colectadas en zonas
industriales, la composicion es principalmente de metales (Zaitseva, Mai et al.
2013). Por otra parte, en términos de densidad de transito, varios estudios han
reportado efectos adversos a la salud asociados con la proximidad de las
residencias a los caminos donde hay concentracion de transito vehicular (Boothe
and Shendell 2008).

Ciclo celular y apoptosis

Importantemente, en este trabajo no se encontraron alteraciones en las fases del
ciclo celular en células expuestas a 10 pg/cm? de PM; de una ZI y de una ZR, ya
que no se observaron cambios en las diferentes fases del ciclo celular en células
expuestas a las PM comparadas con las células sin exponer. Existen trabajos en
los que se ha reportado que las particulas pueden retrasar la progresion del ciclo
celular, sin embargo, las concentraciones de PMs que utilizan son mayores que
las utilizadas en este trabajo, las concentraciones van de 50 hasta 300ug/ml en
células de macroéfagos de ratbn RAW264.7 (Happo, Markkanen et al. 2013). Otros
trabajos, han reportado que extractos organicos de las PM son capaces de inducir
cambios en el ciclo celular; asi como de inducir arresto en G1, o muerte celular por
necrosis y apoptosis (Calderén-Segura, Gémez-Arroyo et al. 2004). En este
estudio, nuestros resultados mostraron que las particulas de las dos zonas
inducen un bajo porcentaje de apoptosis 4.4% (ZI) y 5.0% (ZR) (Tabla 1), que no
resulto ser significativo y no inducen cambios en las diferentes fases del ciclo
celular con respecto al control. Sin embargo, se sabe que la exposicion
prolongada a las PM puede llegar al desarrollo de neoplasias (Pope, Burnett et al.
2002), por lo que a corto plazo no observamos ningln cambio en el las fases del

ciclo celular.

En este trabajo se observd que las PM de la zona Industrial (ZI) y zona
residencial (ZR) inducen la formacion de fibras de tension de actina (Figura 7a y

b), y que la formacién de las fibras se lleva a cabo mediante la via de ROCK, que
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fosforila tanto de MYPT1 como a MLC, evento que participa en la formacion de las
fibras de tension de actina. Las fibras de tension de actina estan involucradas en
muchos procesos celulares como la movilidad, motilidad y division celular (Tapon
and Hall 1997; Lessey, Guilluy et al. 2012), y las alteraciones en el citoesqueleto
de actina pueden conducir al desarrollo de enfermedades y neoplasias por
conducto de la via de ROCK (Sahai and Marshall 2002; Schofield and Bernard
2013).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las PM inducen la
formacion de fibras de tension de actina, y la formacion de las fibras de actina esta
asociada a tumorigénesis e invasividad, por lo que las PMj;, podrian estar
favoreciendo el desarrollo de cancer de pulmén y otros a través de la via de
ROCK.
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Conclusiones

En este estudio encontramos que las particulas inducen la remodelacién del
citoesqueleto de actina mediante la activacion de ROCK-MLC, lo que lleva a la
formacién de fibras de actina, y que las particulas de la zona residencial tienen un
mayor potencial en la activacion de esta via, por lo que se puede concluir que la
composicion de las PM juega un papel importante en los efectos que inducen las
particulas. Debido a que Las PMjp de la zona industrial y zona residencial inducen
ROCK y no alteran la viabilidad celular, ni alteran las fases del ciclo celular, esta
via puede favorecer el desarrollo de tumores y posteriormente metastasis. Estas

conclusiones son esquematizadas en la figura 12.
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Figura 12. Conclusiones. Las particulas inducen la formacion de fibras de tension de actina por la
activacion de la via de Rho, a través de la fosforilacion de ROCK y MLC. Estos eventos podrian
estar implicados en proliferacién y transformacion celular asociada al desarrollo de tumores y
metastasis.
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