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RESUMEN 

La Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en 

inglés) clasificó a la contaminación del aire y al material particulado con un diámetro 

aerodinámico ≤10 μm (PM10) como un carcinógeno del grupo 1, debido a que se 

encontró evidencia epidemiológica suficiente de carcinogenicidad para los 

humanos. Se sabe que posterior a la exposición a PM10 se induce estrés oxidante 

(EO) asociado al aumento de las especies reactivas de oxígeno (ERO) y a una 

disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes; sin embargo, la exposición 

a un segundo reto con 500 μM de peróxido de hidrógeno (H2O2) no induce muerte 

celular. Cabe señalar que el H2O2 es una molécula que se encuentra presente 

normalmente en las células y actúa como segundo mensajero en las vías de 

señalización; sin embargo, a altas concentraciones produce estrés y daño oxidante, 

lo cual está asociado a enfermedades como la enfermedad pulmonar crónico 

obstructiva (EPOC), el asma y el cáncer, y que a su vez son exacerbadas por 

exposición a PM10. Además, las PM10 inducen la activación de vías relacionadas a 

procesos carcinogénicos, así, la exposición a un segundo reto permitiría entender 

los mecanismos por los cuales las PM10 son un factor de riesgo para enfermedades, 

entre ellas el cáncer. El factor de transcripción Forkhead box O3 (FoxO3a) regula la 

resistencia a estrés, ciclo celular y apoptosis; sin embargo, cuando éste es 

fosforilado por la proteína cinasa B (AKT), se inactiva, lo cual se asocia con procesos 

carcinogénicos como la inhibición del arresto del ciclo celular y de la apoptosis. Se 

ha descrito la inactivación de FoxO3a en exposiciones a contaminantes del aire, sin 

embargo, no se ha evaluado con exposiciones a PM10 bajo un segundo reto. El 

objetivo del presente trabajo fue evaluar la activación de la vía AKT/FoxO3a en la 

inhibición de la apoptosis y el arresto del ciclo celular en un modelo de cáncer de 

pulmón en el que las células son expuestas a PM10 y posteriormente a H2O2. Se 

utilizaron células alveolares derivadas de un adenocarcinoma de pulmón humano 

(A549), exponiéndolas a PM10 (μg/cm2) por 24 h y posteriormente a H2O2 por 24 h. 

En seguida se evaluaron las fosforilaciones de AKTS473 y FoxO3aS253 por inmunoblot 
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o western blot. Posteriormente, se determinaron los niveles de catalasa y p27kip1 por 

western blot, así mismo se evaluó ciclo celular y apoptosis empleando la técnica de 

citometría de flujo. Para determinar la participación de la AKT/FoxO3a, se empleó 

un inhibidor de la vía (LY294002) y se evaluó si se prevenían los eventos 

propiciados por la exposición a H2O2+PM10. Se encontró que, posterior a la 

exposición a PM10 y a H2O2, aumenta 34% la fosforilación de AKTS473 (p<0.005) y 

48% la fosforilación de FoxO3aS253 (p<0.005) con respecto a las células control. 

También se observó que disminuyen 46% (p<0.005) los niveles de la enzima 

catalasa y 29% los niveles de la proteína p27kip1 (p<0.05) comparadas con el control. 

No se detectaron cambios en las fases del ciclo celular ni en apoptosis. Por otro 

lado, cuando se trata a las células expuestas a PM10 y a H2O2 con el inhibidor de 

AKT (PM10+LY+H2O2), se previene 40% la fosforilación de FoxO3aS253 (p<0.05), 

25% la disminución de catalasa (p<0.05) y 45% la disminución de p27kip1 (p<0.05). 

Además, se incrementa 8.47% la fase G0/G1 (p<0.05) y los porcentajes de 

apoptosis aumentan 5.17% (p<0.05) comparadas con las células tratadas sin el 

inhibidor. La conclusión del estudio es que la vía de AKT/FoxO3a se activa con 

exposición a PM10 con un segundo reto (H2O2) en células derivadas de un 

adenocarcinoma de pulmón humano y que esto podría inducir características de 

sobrevivencia celular las cuales estan relacionadas con el desarrollo de cáncer. 

. 
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ABSTRACT 
International agency for research on cancer (IARC) classifies air pollution and 

particulate matter with an aerodynamic diameter ≤10μm (PM10) as a carcinogen 

within group 1, based on epidemiological evidence of carcinogenicity in humans. The 

subsequent exposure to PM10 induces oxidative stress (OS), associated to an 

increase in reactive oxygen species (ROS) and a decrease in the antioxidant 

enzymes activity. Moreover, exposure to a second challenge with hydrogen peroxide 

(H2O2) 500 μM does not induce cell death. H2O2 is a molecule that is normally 

present in cells and it acts as second messenger in signalling pathways; however, 

in high concentrations induce damage and OS, which is assocated to chronic 

obstructive pulmonary disease (COPD), asthma and cancer. Moreover, PM10 

activate signalling patways related to carcinogenesis, thus, exposure to a second 

challenge, such as H2O2, would allow us to understand the mechanisms by which 

PM10 induce diseasses, as cancer. The Forkhead box O3 FoxO3a transcription 

factor regulates resistance to stress, cell cycle and apoptosis; however, when it is 

phosphorylated by protein kinase B (AKT) is inactivated, which is associated with 

the inhibition of cell cycle arrest and apoptosis. Previous studies have reported the 

inactivation of FoxO3a in exposures to air pollutants; however, it has not been 

evaluated with exposures to PM10 under a second challenge, such as H2O2. The aim 

of the present work was to evaluate the activation of the AKT/FoxO3a pathway and 

the subsequent arrest of cell cycle and inhibition of apoptosis in a lung cancer model, 

exposed to PM10 and subsequently to H2O2. Human lung alveolar cells (A549) were 

exposed to PM10 (10 μg/cm2) for 24 h and subsequently to H2O2 for 24 h. The 

phosphorylations of AKTS473
 and FoxO3aS253 were then evaluated by western blot. 

Then, the levels of catalase and p27kip1 were determined by western blot and cell 

cycle and apoptosis were evaluated using the flow cytometry technique. Finally, to 

determine the participation of AKT/FoxO3a, a pathway inhibitor (LY294002) was 

used and the events induced by exposure to PM10 were prevented. A549 cells 

exposure to PM10 and H2O2, increase 34% the phosphorylation of AKTS473 (p<0.005) 

and 48% the phosphorylation of FoxO3aS253 (p <0.005), in comparison with the 

control cells. Moreover, it was also observed that the levels of catalase and p27kip1 
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decreased in 46% and 21%, respectively, compared to the control. No changes were 

detected in the phases of the cell cycle or in apoptosis. Furthermore, when A549 

cells exposed to PM10 and H2O2 were also treated with the AKT inhibitor (LY294002), 

the phosphorylation of FoxO3aS253 was prevented in 40% (p <0.05), decreasing 

catalase and p27kip1 in 25% (p <0.05) and 45% (p<0.05), respectively and increasing 

the G0/G1 phase (8.47%, p <0.05) and the percentages of apoptosis in 5.17% (p 

<0.05) compared with the control. This study concluded that the exposition to PM10 

with a second challenge with H2O2 activates the AKT/FoxO3a, decreasing catalase 

and p27kip1 expression, with the induction of cell cycle arrest and apoptosis inhibition 

in human lung cancer cells and this could induce characteristics of cell survival relate 

with development of cancer. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. La contaminación del aire 
El aire es una capa de gases que rodea al planeta y está compuesta por una mezcla 

de nitrógeno (78%), oxígeno (21%), vapor de agua y gases traza en menor 

proporción como el dióxido de carbono, el helio, el argón (1%), entre otros (Centro 

Mario Molina., 2015). Cuando se introducen gases y/o partículas a la atmósfera en 

proporciones tales que se altera su composición química natural, se produce la 

contaminación del aire. Dichos gases y/o partículas pueden provenir de fuentes 

naturales como volcanes o bien, por actividades humanas como la quema de 

combustible (INECC., 2014; SIMAT., 2014). 

Dentro de los contaminantes que se encuentran presentes en el aire, hay seis que 

son considerados criterio: dióxido de nitrógeno (NO2), ozono (O3), monóxido de 

carbono (CO), dióxido de azufre (SO2), plomo (Pb) y el material particulado 

(particulate matter, PM por sus siglas en inglés). Estos contaminantes son 

considerados criterio debido a que se demostró que su presencia produce efectos 

adversos a la salud, y son utilizados para evaluar la calidad del aire, por lo que 

existen normas que monitorean los límites permisibles para cada uno (SIMAT, 

2014).  

Si bien, no hay un umbral para la exposición a contaminantes del aire, pues va a 

depender de diferentes factores como el tiempo, la frecuencia de exposición y de 

las características propias de la población expuesta, los límites señalados para cada 

contaminante del aire se basan en estudios realizados de personas vulnerables y 

se establecen bajo los lineamientos de las leyes de cada país, tomando como base 

los parámetros indicados por la Organización Mundial de la Salud (OMS). En 

México, los límites permisibles para cada contaminante criterio son dictados por las 

Normas Oficiales Mexicanas (NOM) las cuáles establecen las concentraciones 

máximas durante un periodo definido. En la tabla 1, se detallan los límites para cada 

contaminante criterio en cuanto a lo que marca la OMS y la NOM para nuestro país. 
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Contaminante Norma Oficial 
Mexicana, NOM 

Organización Mundial 
de la Salud, OMS 

Dióxido de nitrógeno 
(NO2) 

NOM-023-SSA1-1993 
 
0.210 ppm valor 
promedio 

-Directrices sobre la 
calidad del aire 

40 μg/m3 de media anual 

200 μg/m3 de media en 
1h 

Monóxido de carbono 
(CO) 

NOM-021-SSA1-1993 
 
11.0 ppm máximo anual 
como promedio móvil de 
8 h 

 

Dióxido de azufre (SO2) NOM-022-SSA1-2010 
 

0.110 máximo promedio 
24 h 
 
0.200 segundo máximo 
anual con promedio 
móvil de 8 h 

0.025 ppm promedio 
anual. 

 

Directrices sobre la 
calidad del aire 

20 μg/m3 media en 24 h 
500 μg/m3de media en 
10 min 
 

Ozono (O3) NOM-020-SSA1-2014 
 

0.095 ppm promedio 
diario 

0.070 máximo anual del 
promedio móvil de 8 h 

Directrices sobre la 
calidad del aire 
 
100 μg/m3 de media en 8 
h 

Plomo (Pb) 1.5 μg/m3 en un 
promedio de tres meses 
como promedio 
aritmético 

No disponible 

Material Particulado con 
un diámetro 
aerodinámico ≤10 μm 
(PM10) 

NOM-025-SSA1-2014 
 
75 µg/m³ promedio de 24 
h 
40 µg/m³ Promedio anual 

Directrices sobre la 
calidad del aire 

50 µg/m³ promedio de 24 
h 
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Tabla 1. Concentraciones de los contaminantes criterio según lo establecido 
por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Norma Oficial Mexicana 
(NOM). 

Datos obtenidos de la OMS y del SIMAT (2014). 

 

Dentro de los contaminantes criterio, el material particulado con un diámetro 

aerodinámico ≤10 μm (PM10) y el material particulado con un diámetro aerodinámico 

≤2.5 μm (PM2.5) son de gran interés debido a que forman parte de los factores de 

riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiopulmonares y cardiovasculares 

(Correia et al., 2013; Loomis et al., 2014b), así como cáncer de pulmón y en el 2013, 

la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en 

inglés) clasificó a la contaminación del aire, incluyendo a las PM10 y a las PM2.5 como 

un carcinógeno del grupo 1 (anexo 1), ya que se encontró evidencia suficiente del 

potencial carcinogénico en humanos, a través de la revisión de más de mil 

publicaciones científicas (Loomis et al., 2014a). Dicha clasificación realizada por la 

IARC se basó en la evidencia científica obtenida y se definió por encontrar una 

asociación de carcinogenidad en los humanos. 

1.2 El material particulado  
Las PM son un contaminante complejo por su origen y composición y pueden ser 

clasificadas de diferentes formas. Dentro de las clasificaciones se encuentra la que 

se basa en la fuente de origen, que las clasifica en naturales y antropogénicas. 

Estas últimas incluyen la quema de combustibles fósiles, el tráfico, erosión del 

pavimento, actividades agrícolas e industriales, entre otras (Anderson et al., 2012; 

Baccini et al., 2011). Las fuentes naturales comprenden incendios forestales, 

20 µg/m³ promedio de 24 
h 

Material Particulado con 
un diámetro 
aerodinámico ≤2.5 μm 
(PM2.5) 

NOM-025-SSA1-2014 

45 µg/m³ promedio de 24 
h 
 
12 µg/m³ promedio anual 

Directrices sobre la 
calidad del aire 

25 µg/m³ promedio de 24 
h 
10 µg/m³ promedio de 24 
h 
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erupciones volcánicas, la brisa marina, tormentas de arena, etc. (Atkinson et al., 

2010). De acuerdo a la fuente de emisión, las PM se clasifican en primarias y 

secundarias: si las PM son emitidas directamente a la atmósfera se les llama 

primarias, pero si provienen de un proceso de conversión de gases como los 

sulfatos, nitratos y componentes orgánicos a sólido, se les llama secundarias. Sin 

embargo, es el diámetro aerodinámico, cuya clasificación describe la habilidad de 

las PM de desplazarse por la atmósfera e ingresar a las vías respiratorias (Brauer 

et al., 2001; Falcon-Rodriguez et al., 2016; Kim et al., 2015).  

Con base a su diámetro aerodinámico, las PM se clasifican en partículas 

suspendidas totales (PST) cuyo tamaño aerodinámico va desde los 30 hasta los 70 

μm; material particulado con un diámetro aerodinámico ≤ 10 μm (PM10), las 

partículas con un diámetro aerodinámico ≤ 2.5 μm (PM2.5) y las partículas con un 

diámetro aerodinámico ≤ 0.1 μm (PM0.1) (Esworthy, 2013) (Figura 1). Las fracciones 

equivalentes o menores a PM10 son conocidas como la fracción inhalable, ya que 

pueden ingresar al organismo a través de las vías respiratorias altas, posteriormente 

pueden depositarse y acumularse a lo largo de las ramificaciones del árbol 

bronquial, hasta alcanzar de esta forma las regiones profundas de aparato 

respiratorio incluyendo los alvéolos, por lo que generan diversos efectos 

pulmonares y sistémicos (Brauer et al., 2001; Englert, 2004; Pope y Dockery, 2006). 
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Figura 1. Clasificación del material particulado de acuerdo con su tamaño 
aerodinámico. El material particulado (Particulate Matter, PM por sus siglas en inglés) se 
clasifica en partículas suspendidas totales (PST) (>50 μm) que comprenden el 100% de las 
partículas. Dentro de ellas se encuentran contenidas las PM10 con diámetro aerodinámico 
menor o igual a 10 μm, conocidas como la fracción inhalable (representada por el triángulo 
azul) las cuáles son retenidas alrededor del árbol bronquial y que comprenden 40% de las 
PST; dentro de ellas se encuentran las PM2.5 con diámetro aerodinámico menor o igual a 
2.5 μm que comprenden del 16% de las PST, que pueden alcanzar los alveolos y 
depositarse, y la fracción ultrafina (UF), cuyo tamaño aerodinámico es igual o menor a 0.1 
μm, pueden penetrar los alveolos y alcanzar la circulación sanguínea (Kim et al., 2015). El 
triángulo negro indica la fracción inhalable que puede alcanzar los alveolos en el tracto 
respiratorio y los recuadros de color naranja incluyen los porcentajes de las partículas: 
100%PST, 40-60% PM10 y 10-15% PM2.5.  

Las PM10 son una mezcla heterogénea constituidas por diferentes materiales 

orgánicos como los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs); siendo los más 

comunes el naftaleno, el fenantreno, el pireno y benzo[a]pireno. También contienen 

materiales biológicos como endotoxinas, polen, bacterias, hongos y compuestos 

inorgánicos, entre los que destacan metales como hierro, cobre, aluminio, sílice, 

fósforo, titanio, manganeso, entre otros (Chirino et al., 2015; Morakinyo et al., 2016).  

Las PM10 son emitidas a la atmósfera directamente o a partir de la conversión de 

gases precursores tales como dióxido de azufre, amonio y componentes volátiles 

(Atkinson et al., 2010). El proceso de formación de las partículas incluye tres etapas: 
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nucleación, la cual depende de la concentración de gases, humedad y temperatura 

que se encuentre en la atmósfera, durante esta etapa se forma el núcleo de la 

partícula que en su mayoría es de carbón. En seguida hay una etapa de 

condensación de gases calientes y finalmente la fase de coagulación, durante la 

cual se van añadiendo otros elementos a las partículas siguiendo movimientos 

brownianos (Falcon-Rodriguez et al., 2016; Raes et al., 2000).  

En la tabla 2 se muestran los componentes más importantes que contienen las PM10 

de una zona urbana residencial de la CDMX. 

Tabla 2. Componentes de las PM10 de la CDMX recolectadas en el 2007  

Fracción orgánica Fracción inorgánica Fracción biológica 

Naftaleno 
Acenaftileno 
Acenafteno 
Fluoreno 
Fenantreno 
Antraceno 
Fluoranteno 
Pireno 
Benzo(a)antraceno 
Criseno 
Benzo(b)fluoranteno 
Benzo (k)fluoranteno 
Benzo(a)pireno 
Dibenzo(a,h)antraceno 
Benzo(h,h,i)perileno 
Indeno 

Aluminio (Al) 
Silicio (Si) 
Fósforo (P) 
Azúfre (S) 
Cloro (Cl) 
Potasio (K) 
Calcio (Ca) 
Titanio (Ti) 
Cromo (Cr) 
Manganeso (Mn) 
Hierro (Fe) 
Níquel (Ni) 
Cobre (Cu) 
Estaño (Zn) 
Plomo (Pb) 

Endotoxinas 
Bacterias 
Hongos 
Polen 

Composición de las PM10 de la CDMX (Chirino et al., 2017). 

2. ANTECEDENTES 

2.1 Efectos de las PM en la salud humana 

2.1.1 Estudios epidemiológicos 

En el 2018, la OMS estimó que la contaminación del aire de extramuros e intramuros 

causó 9 millones de muertes prematuras alrededor del mundo (Landrigan et al., 

2018) y actualmente se estima que la contaminación del aire extramuros causa 4.2 
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millones de muertes al año. En este sentido se realizaron estudios epidemiológicos 

para entender el impacto de las PM en la salud de los humanos. Estos estudios 

describieron que la exposición aguda a PM aumenta los padecimientos oftálmicos, 

las cefaleas y hay un incremento en el número de hospitalizaciones (Chang et al., 

2015; Dominici et al., 2006; Mo et al., 2018). Por ejemplo, Ferreira y colaboradores 

reportaron que por cada aumento de 10 μg/m3 de PM10, hay un incremento de 12.8% 

de hospitalizaciones por enfermedades respiratorias en una población de São José 

dos Campos, Brasil en la que se revisaron expedientes de aproximadamente 40 000 

pacientes pertenecientes al Sistema Único de Saudé (SUS) admitidos desde marzo 

del 2010 a febrero del 2011 (Ferreira et al., 2016). Por otro lado, en Estados Unidos 

de América (EUA), se revisó una base de datos de admisiones hospitalarias desde 

1999 a 2002, que incluía 11.5 millones de pacientes en los cuáles se relacionó el 

aumento de 0.6% de hospitalizaciones por enfermedades cardiovasculares cuando 

se rebasaban los límites máximos permisibles para PM2.5 (Dominici et al., 2006; Guo 

et al., 2018). Recientemente, Li y colaboradores (2019) describieron que un 

incremento en las concentraciones de PM10 de 10 μg/m3, aumentaba los ingresos 

hospitalarios por infartos al miorcadio en 3.62% en un estudio en el que se 

incluyeron 347 pacientes (Li et al., 2019). 

Por otra parte, Dockery y colaboradores (1993), siguieron una cohorte de una 

población que incluyó 8,111 participantes durante 18 años, con la cual demostró 

que un incremento de 18.6μg/m3 en los índices de PM10 aumenta la mortalidad en 

un 29% (Dockery et al., 1993). En un estudio, en el cual se empleó la base de datos 

American Cancer Society Cancer Prevention Study 2 (ACS CPS 2) que incluyó 

552,138 pacientes de 151 áreas metropolitanas, se determinó que un incremento 

en la concentración de PM10 de 24.5 μg/m3 aumenta el 17% de mortalidad entre 

ellas por cáncer de pulmón y enfermedades cardiopulmonares (Pope, 1995). 

Posteriormente, este estudio se amplió incluyendo 1.2 millones de participantes y si 

bien no se encontraron asociaciones con PM10, se estimó que por cada aumento de 

10 μg/m3 de PM2.5, se asociaba a 9% de mortalidad por enfermedades 

cardiopulmonares (Pope III, 2002). Cabe destacar que dentro de las PM10 se 

encuentran contenidas las PM2.5, en un porcentaje que va desde un 15 hasta un 
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40%. En otro estudio en el cual se siguió a una población que incluyó 39 mil 

personas en el norte de China durante 12 años, se estimó que un aumento de 10 

μg/m3 de PM10 se asociaba con un incremento del 6% de mortalidad por cáncer de 

pulmón, con un mayor riesgo para personas mayores de 60 años (Chen et al., 2016).  

En un estudio realizado en México, se informó que un incremento de 10 μg/m3 de 

PM2.5 aumentaba 1.4% la tasa de mortalidad dentro de los 4 días posteriores a la 

exposición en la CDMX expuesta entre 1993-1995 (Borja-Aburto et al., 1998). 

Dentro de ese mismo estudio, se asoció a la exposición a PM2.5 con mortalidad por 

enfermedades cardiovasculares y pulmonares de personas mayores de 65 años. 

Un estudio más reciente realizado en México demostró que un aumento en la 

concentración de PM2.5, se asocia con un incremento de 1.22% y de 3.43% de 

mortalidad por enfermedades cardiovascular y cerebrovascular, respectivamente 

(Gutiérrez-Avila et al., 2018).  

Importantemente, en la CDMX, el Sistema Nacional de Monitoreo Atmosférico 

(SIMAT) informó que las normas para ozono (0.070 ppm), PM10 (40 μg/m3) y PM2.5 

(12 μg/m3), no se cumplen, pues se rebasan los límites permisibles anualmente. 

2.1.2 Estudios toxicológicos 

Para dilucidar los mecanismos por los cuáles la exposición a PM induce daño a la 

salud de los humanos, se han realizado diversos estudios toxicológicos, los cuales 

demostraron los efectos adversos que producen las partículas. A grandes rasgos se 

demostró que las PM inducen daño al DNA, procesos inflamatorios y estrés 

oxidante. (Bonetta et al., 2009; Falcon-Rodriguez et al., 2017; Sánchez-Pérez et al., 

2009). 

En cuanto al daño al DNA, se reportó que, en las células alveolares de pulmón 

humano, A549, la exposición a PM10 induce el rompimiento del DNA de doble 

cadena y en respuesta a ello, la variante de la histona H2A.X es fosforilada en serina 

(Ser) 139, conocida como gamma-H2A.X (γ-H2A.X). Se determinó un incremento 

en los niveles de fosforilación de las proteínas ataxia telangiectancia (ATM) y de la 
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proteína Rad-3 relacionada con la cinasa ATM (ATR), las cuáles son las 

responsables de fosforilar a γ-H2A.X y a p53 en Ser 15; sin embargo, aunque se 

activa la respuesta al daño al DNA (DDR, por sus siglas en inglés), el ciclo celular 

no se detiene y los porcentajes de apoptosis son del 5% (Sánchez-Pérez et al., 

2009).  

Otro de los efectos descritos posterior a la exposición a PM10 es la inducción de 

marcadores de inflamación, como la secreción de las Interleucinas 6 y 8 (IL-6 y IL-

8) y en factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Alfaro-Moreno et al, 2002), las cuáles 

se asociaron al contenido de endotoxina presenten en las PM10. Además se reportó 

la secreción de la molécula de adhesión intracelular-1 (ICAM -1) y de la molécula 

de citoadhesión vascular (VCAM), las cuales son importantes mediadores de la 

inflamación y la extravasación de leucocitos y pueden exacerbar enfermedades 

como el asma, la enfermedad pulmonar crónico obstructiva (EPOC) y la fibrosis 

pulmonar, por mencionar algunas (Botelho et al., 2011; Kelly and Fussell, 2011; 

Wang et al., 2019).  

El estrés oxidante se asocia como el inductor de estos mediadores inflamatorios en 

respuesta a la liberación de ERO y de especies reactivas de nitrógeno (ERN), 

principalmente a cargo de los macrófagos alveolares presentes en el pulmón  

(Donaldson et al., 2003). Además, la activación e inactivación de proteínas que 

intervienen en la señalización celular. como la vía de las proteínas cinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) dentro de los que se encuentran las cinasas reguladas por 

señales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), las cinasas c-jun N-terminal (JNK) y la 

proteína cinasa activada por mitógenos p38 (p38) (Deng et al., 2014; Lee et al., 

2016; Wang et al., 2017). Las PM también provocan la transactivación de los 

miembros de estas vías como c-jun, el factor activador 2 (ATF2) y 3 (ATF3), y la 

proteína de unión a elementos de respuesta (CREB) a adenosín monofosfato cíclico 

(AMPc), resultando en la remodelación de la cromatina y la expresión de genes que 

participan en inflamación, apoptosis, metabolismo, entre otros (Li y Lin, 2018; 

Salcido-Neyoy et al., 2015; Yan et al., 2018). 
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2.1.3 Estrés oxidante y PM10 

El estrés oxidante aparece cuando la generación de ERO excede la capacidad 

neutralizante de la célula (Valko et al., 2007) . La concentración neta de ERO (O2
.-, 

H2O2, .OH, ONOO.- entre otras) en una célula está determinada por el balance en 

su producción y la capacidad del sistema antioxidante para removerlas regida por 

las enzimas antioxidantes SOD 1, 2 y 3, catalasa, glutatión S-transferasa (GST), 

glutatión reductasa (GR), glutatión peroxidasa (Gpx). También por sistemas no 

enzimáticos como el glutatión (GSH) y la coenzima Q, por mencionar algunos.   

La generación de ERO pueden provenir de fuentes celulares endógenas, entre ellas 

la mitocondria para la generación de ATP y las NADPH oxidasas, o bien de las 

enzimas xantina oxidasa, óxido nítrico sintasa, ciclooxigenasa, los citocromos P450 

y las lipooxigenasas. Otros organelos como los peroxisomas o el retículo 

endoplásmico también pueden producir ERO (Holmström y Finkel, 2014).   

Los componentes químicos de las PM producen ERO y estrés oxidante, 

principalmente los metales como cromo, cobalto, niquel, manganeso, zinc, vanadio, 

cobre y hierro que se encuentran en altas concentraciones en las PM que provienen 

de la combustión fósil (Mazzoli-Rocha et al., 2010). Los metales de transición como 

el hierro y el cobre pueden reaccionar con el H2O2 a través de las reacciones de tipo 

Fenton para dar lugar al ∙OH, el cual es altamente reactivo y si éste se produce cerca 

de membranas celulares oxida a los ácidos grasos poliinsaturados. Esto inicia una 

cascada de reacciones en las cuales se generan productos de la peroxidación como 

el malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Rahman, 2003). El ∙OH 

también puede dañar al DNA mediante la oxidación de bases nitrogenadas 

principalmente a la guanina, formando la 8-oxo,7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-

oxodG) (Knaapen et al., 2002) y la consecuente formación de aductos que puede 

llevar al rompimiento del DNA. 

En estudios previos se encontró que las PM10 disminuyen la capacidad del sistema 

antioxidante; por ejemplo, en células expuestas a PM10, se disminuye la actividad  

catalasa, SOD1 y SOD2, GST y GR (Chirino et al., 2010; Yi et al., 2014).  
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Es importante mencionar que catalasa es una enzima que dismuta el H2O2 en agua 

y oxígeno (Figura 2) (Glorieux et al., 2015) y que cuando no hay un correcto 

funcionamiento de ésta los niveles de H2O2 incrementan (1mM) y actúan como 

segundos mensajeros y en vías de señalización que inducen proliferación y 

contribuyen a carcinogénesis (Röhrdanz y Kahl, 1998). 

 

 

Figura 2. Reacción que cataliza la catalasa.  La enzima dismuta el H2O2 a agua y 
oxígeno. 

Diferentes estudios demostraron que en modelos celulares de cáncer hay cambios 

en los niveles de expresión de catalasa y dentro de las proteínas que modulan la 

expresión de catalasa se encuentra el factor de transcripción Forkhead bOx 3 

(FoxO3a) el cual es regulado por la proteína cinasa B, mejor conocida como AKT 

(Glorieux y Calderon, 2017).  

En modelos celulares expuestos a PM10 si bien se ha demostrado que disminuye la 

actividad de catalasa, no se han descrito los mecanismos que estén modulando su 

expresión a través de vías de señalización amplificadas en cáncer. 

2.1.4 La regulación del ciclo celular  

Las células se dividen a través de una serie de pasos ordenados denominados ciclo 

celular y su función no solamente es dar origen a otras células, sino asegurar que 

el proceso se realice de manera regulada. El ciclo celular se divide en dos fases: la 

interfase en donde la célula crece y la fase M que agrupa a la mitosis y a la meiosis 

en las cuáles la célula se divide. 

La interfase comprende tres etapas: G1 (Gap, intervalo 1), la fase S (síntesis), en la 

cual se sintetiza el DNA y la fase G2 (Gap, intervalo 2). 

El control del ciclo celular se regula por señales externas, efectuadas por mitógenos 

o señales extracelulares y por controles internos, el cual está a cargo de proteínas 

cuyas acciones podrían resumirse en activar e inhibir a otras proteínas. Los 

principales efectores de esta regulación son: 1) Los complejos cinasas 
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dependientes de ciclina-ciclinas (cdk-ciclinas) y 2) las inhibidoras de los complejos 

cdk-ciclinas (Figura 3). 

Los complejos cdk-ciclinas están compuestos por dos proteínas: las cdk y las 

ciclinas que pasan por un ciclo de síntesis y degradación. Los complejos cdk-ciclinas 

se encargan de fosforilar proteínas en el transcurso del ciclo celular. 

Por el contrario, las proteínas inhibidoras, se dividen en dos grupos, las inhibidoras 

de la cdk4 (INK4) y las proteínas inhibidoras de las cdk’s (CIP). A las INK4 pertenece 

p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d, y dentro de las CIP se encuentran p21Cip1/waf1, 

p27kip1 y p53. 

 

 

Figura 3. Regulación del ciclo celular. El ciclo celular se regula por los complejos 
cinasas dependientes de ciclina-ciclina (cdk-ciclina) y los inhibidores de los 
complejos cdk-ciclina (CIP). En color morado se muestran las ciclinas y las cdk y en 
color verde a los inhibidores de los complejos cdk-ciclina (CIP). Intervalo 1 (G1), 
fase de síntesis (S), intervalo 2 (G2) y fase de mitosis (M). 

La proteína p27kip1 es una inhibidora de los complejos cdk2/ciclina E/A, complejo 

que se encarga de regular la transición de la G1/S (Polyak et al., 1994) y de los 

complejos cdk4/6 /ciclina D, controlando así la proliferación celular. Cuando la 

proteína p27kip1 se une al complejo cdk2/ciclina E/A, éste es incapaz de fosforilar a 

la proteína retinoblastoma (Rb), por lo que hay una pausa en la transcripción de los 

genes para la progresión a la fase S, pero si se une a los complejos cdk4/6 /ciclina 

D en células quiescentes o senescentes, éstas impiden la transcripción del factor 

de elongación 2 (E2F) (Aleem et al., 2005).   
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La proteína p27kip1 es regulada por fosforilaciones y a nivel transcripcional por 

proteínas como FoxO, menina (MENIN), c-myc y la proteína putativa de la 

membrana integral (PIMP). Dentro de estas, la proteína FoxO3a es el principal 

regulador transcipcional de p27kip1 y la disminución en los niveles de proteína se 

relaciona con la inactivación de FoxO3a vía AKT (Hnit et al., 2015). 

2.1.4.1 Efecto de las PM10 en el ciclo celular 

En células epiteliales de pulmón A549 se describió que la exposición a PM10 no 

induce arresto del ciclo celular (Sánchez-Pérez et al., 2009) pero sí inducen la 

estabilización de p21cip/waf1 en el citoplasma mediante la fosforilación en treonina 

(Thr) 145 y Ser 146 (Sánchez-Pérez et al., 2014). p21cip/waf1 es una proteína 

inhibidora de los complejos cdk-ciclina -cdk2 y -cdk1, regulando la transición de la 

fase G1/S, S/G2 y G2/M (Abbas y Dutta, 2009) y su desregulación en las células 

A549 se asoció a un fenotipo senescencia (Sánchez-Pérez et al., 2014), a la 

formación de fibras de estrés de actina para la remodelación del citoesqueleto a 

través de la vía de ROCK, que está relacionado a migración celular (Chirino et al., 

2017) y a la evasión de la apoptosis mediada por STAT3 (Reyes-Zárate et al., 

2016a). 

Lo anterior sugiere que las PM10 desregulan vías implicadas en la detención del 

ciclo celular y que es probable que otras proteínas que inhiben el ciclo celular se 

alteran por la exposición a partículas. 

Una de estas proteínas es p27kip1 que se regula la transición de G1/S. Se evaluó 

que en exposiciones a contaminantes, entre ellos el 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-

dioxina (TCDD) y el hexaclorobenceno (HCB) (Ventura et al., 2017; Xu et al., 2014), 

los niveles de ésta aumentan y se detiene el ciclo celular; sin embargo, no se ha 

descrito su participación en exposiciones a PM10. 

2.1.5 La apoptosis  

La muerte celular por apoptosis es un proceso de pasos ordenados en el cual una 

célula se destruye a sí misma para ser fagocitada por otras células. Durante el 

proceso de apoptosis se observan cambios morfológicos en los cuales las células 
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se hacen picnóticas, el citoesqueleto se colapsa, se desensambla la envoltura 

nuclear, se condensa la cromatina y se rompe en fragmentos (Taylor et al., 2008). 

La apoptosis se desencadena por una familia de proteasas llamadas caspasas (c 

de cisteína y asp de ácido aspártico) de dos clases: iniciadoras (caspasa 8 y 9 que 

existen como monómeros inactivos en el citosol) y ejecutoras (caspasa 3, 6 y 7, las 

cuales existen como dímeros inactivos en citosol) (Nicholson, 1999). La principal 

función de las caspasas iniciadoras es activar a las caspasas ejecutoras cuando 

son escindidas en el dominio de proteasa. Existen dos vías para la activación de las 

caspasas iniciadoras: la vía extrínseca en la cual la señal de muerte proviene del 

exterior, a través de receptores como el TNF-α y la vía intrínseca, que es mediada 

por la mitocondria. En la vía extrínseca hay activación de receptores de muerte 

como CD95 que es activado por el ligando de Fas (FasL) y por receptores de ligando 

que inducen la apoptosis relacionada con TNF (TRAIL-R). Cuando el receptor Fas 

(Fas-R) es activado por FasL, los dominios de muerte del receptor se unen a 

proteínas adaptadoras intracelulares (FADD) y después a la caspasa iniciadora 8 

para formar el complejo de señalización inductor de muerte (DISC). Posteriormente, 

las caspasas iniciadoras activan a las caspasas ejecutoras (Beaudouin et al., 2013) 

(Figura 4). 

Por otro lado, la activación de la vía intrínseca a menudo responde a condiciones 

de estrés, como el daño a DNA. Esta vía se caracteriza por la liberación de proteínas 

del espacio intermembrana, entre ellas el citocromo c, un componente de la cadena 

de transporte de electrones. La liberación del citocromo le da como nueva función 

unirse al factor activador de proteasas de la apoptosis 1 (Apaf1) y que después 

Apaf1 se oligomerice para formar el heptámero llamado apoptosoma. Las proteínas 

Apaf1 en el apoptosoma reclutan a las caspasas 9, que se activan por proximidad 

inducida con el apoptosoma y posteriormente activan a las caspasas ejecutoras 

(caspasa 3) (Figura 4).  
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Figura 4. Mecanismos de muerte celular por apoptosis: vía intrínseca y 
extrínseca. La vía intrínseca se caracteriza por la despolarización de la membrana 
mitocondrial en respuesta a estímulos como agentes quimioterapéuticos, radiación 
UV, especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (ERO y ERN), lo cual lleva a la 
liberación del citocromo c al citoplasma que se une al factor activador de proteasas 
de la apoptosis 1 (Apaf1) y la posterior activación de las caspasas iniciadoras 
(caspasa 9), que posteriormente activa a la caspasa ejecutora (caspasa 3). La vía 
extrínseca se inicia cuando se unen los receptores de muerte (TRAILR, CD95) a su 
propio ligando (TRAIL, CD95L) y los dominios de muerte del receptor se unen a las 
proteínas adaptadoras intracelulares (FADD) para la posterior activación de la 
caspasa iniciadora (caspasa 8) para formar el complejo de señalización inductor de 
muerte (DISC), entonces la caspasa 8 activa a la casapasa 3. En ambos casos, la 
célula apoptótica experimenta cambios morfológicos y bioquímicos de una célula 
apoptótica. Modificado de (MacFarlane y Williams, 2004). 

2.1.5.1 PM10 y su efecto en apoptosis 

La exposición aguda a PM10 in vitro tiene un efecto en apoptosis por diferentes 

mecanismos pues mientras unos grupos reportan una nula apoptosis, otros 

presentan la activación de componentes de las vías de apoptosis, entre ellas las 

caspasas (Tabla 3). Estas discrepancias pueden deberse al tipo de estirpe celular 

empleada, la concentración de componentes orgánicos e inorgánicos presentes en 

las partículas y a la concentración de PM10 utilizada en los diferentes estudios 

(Peixoto et al., 2017). 
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La generación de estrés oxidante se plantea como el principal inductor de apoptosis, 

principalmente en la activación de la vía intrínseca mediada por la liberación del 

citocromo c y la subsecuente activación de la caspasa 9 y 3 (Cimino et al., 2014; 

Upadhyay et al., 2003).  

Recientemente se encontró que las PM10 inducen la evasión de apoptosis en células 

A549 a través de la activación del transductor de señal y activador de la 

transcripción 3 (STAT3). La proteína STAT3 se activa por fosforilaciones en tirosina 

(Tyr) 705 y Ser 727 en respuesta a estímulos como interleucinas, factores de 

crecimiento y ERO induciendo proliferación celular. Se reportó que cuando se inhibe 

la activación de este factor de transcripción, los porcentajes de apoptosis 

incrementan hasta un 28.8% (Reyes-Zárate et al., 2016a).  

Lo anterior, llama la atención en evaluar vías de señalización que modulan la 

apoptosis en exposiciones agudas a PM10 debido a que su desregulación está 

asociada con el desarrollo de enfermedades, entre ellas el cáncer. 

Dentro de las vías implicadas en apoptosis (tabla 4), se encuentra la de la proteína 

cinasa B (AKT) que regula al factor de transcripción Forkhead bOx 3 (FoxO3a). Esta 

vía resulta de gran interés debido a que la inactivación de FoxO3a vía AKT está 

asociada a mal pronóstico en modelos celulares de cáncer debido a que FoxO3a 

modula la expresión de genes que participan en el arresto del ciclo celular, en la 

resistencia a estrés y en apoptosis, además si este factor de transcripción se 

encuentra desregulado en exposiciones a PM10, no ha sido descrito, pero sí la 

activación de AKT (Beaver et al., 2009; C.-W. Liu et al., 2018; Su et al., 2017). Por 

lo anterior, es importante determinar si la vía de AKT/FoxO3a se encuentra activada 

en exposiciones a PM10 para dilucidar los mecanismos por los cuales las partículas 

inhiben la apotosis.  
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Tabla 3. PM10 y apoptosis 

Trabajo Autores 
En los modelos celulares J774A.1, 
A549 y HUVEC expuestas a PM10 (160 
μg/cm2) de tres zonas (norte, sur y 
centro), los porcentajes máximos de 
apoptosis fueron del 15% (en las tres 
zonas), 15% (norte) y 6% (norte), 
respectivamente. CDMX, México. 

(Alfaro-Moreno et al., 2002) 

En las células A59, la exposición a PM10 
(100 μg/cm2) induce daño a DNA, 
cambios en el potencial de membrana 
mitocondrial y activación de la caspasa 
9. Dusseldorf, Alemania. 
 

(Upadhyay et al., 2003) 

En las células A549 se activa la 
apoptosis intrínseca mediada por p53 a 
diferentes concentraciones de PM10. 

(Soberanes et al., 2006) 

En las células A549, la exposición a 
PM10 (10 μg/cm2) induce daño a DNA, 
se activa p53 a través de ATM y ATR, 
sin cambios en los porcentajes de 
apoptosis con respecto a las células 
control. CDMX, México.  

(Sánchez-Pérez et al., 2009) 

En las células BEAS-2B, la 
exposición a PM10 (25 μg/cm2)  
de invierno inducen necrosis, mientras 
las PM2.5 (25 μg/cm2) de invierno 
inducen estrés oxidante y apoptosis. 
Milán, Italia. 

(Gualtieri et al., 2011) 

En leucocitos, la exposición a la 
fracción orgánica de hidrocarburos 
aromáticos policíclicos (HAPs) de PM10 

de diferentes zonas, induce la 
activación de caspasa 3. Mesina 
Francia. 

(Cimino et al., 2014) 

En las células A549, la exposición a 
PM10 (10 μg/cm2) induce evasion de 
apoptosis a través de la activación de 
STAT3. CDMX, México. 

(Reyes-Zárate et al., 2016a) 

En un modelo in vivo de ratones, se 
observó que la administración ocular de 
PM10 (5 mg/mL) induce apoptosis en las 
células de la cornea. Xi’an, China. 

(Li et al., 2017) 
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2.1.6 La vía de AKT/ FoxO3a 

La vía de AKT/FoXO3a es una vía de señalización que modula la sobrevivencia 

celular a través de la inactivación de los factores de transcripción FoxO, inhibiendo 

así la respuesta a estrés, el arresto del ciclo celular y la apoptosis (Klotz et al., 2015; 

Zhang et al., 2011). La proteína AKT, es una proteína serina/treonina que se activa 

mediante la unión de un factor de crecimiento a los receptores tirosina cinasa (RTK), 

receptores de citocinas (ILR), receptores de proteínas acoplados a proteínas G 

(GPCRs), receptores de células T y B o a receptores de integrinas de una manera 

dependiente de fosfoinisitol 3-cinasa (PI3K) (Manning and Toker, 2017).  

La unión del factor de crecimiento al receptor induce el reclutamiento de la proteína 

PI3K a la membrana plasmática, la cual cataliza la conversión de fosfatidil inositol 

(3,4) bifosfato (PIP2) a fosfatidil inositol (4,5,6) trifosfato (PIP3) que actúa como un 

segundo mensajero y activa a la proteína 3-cinasa dependiente de fosfoinositol 

(PDK1), la cual fosforila a la proteína AKT en thr 308. La fosforilación de la proteína 

AKT en el residuo  ser 473 es llevada a cabo por la proteína diana de rampamicina 

de mamifero (mTOR) (Vivanco y Sawyers, 2002) y se ha descrito que la fosforilación 

en este residuo es suficiente para promover la activación de la proteína AKT 

(Sarbassov, 2005). La proteína AKT activa induce la inactivación de FoxO3a 

fosforilándolo en thr 32, ser 253 y ser 315, las cuales propician la unión de las 

proteínas chaperonas 14-3-3 que exportan a FoxO3a al citoplasma en donde puede 

ser degradado vía proteosoma (Figura 5) (Brunet et al., 1999; Calnan y Brunet, 

2008). Se realizaron estudios en los cuales se demostró que la fosforilación del 

FoxO3a en ser 253 es suficiente para inducir su inactivación, además de que esto 

promueve la fosforilación de los demás sitios (thr 32 y ser 315) (Dobson et al., 2011). 

Si FoxO3a se inactiva se inhibe la transcrición de las proteínas proapoptóticas BIM 

y PUMA, del ligando de Fas (FasL), de las enzimas antioxidantes catalasa y SOD2 

y de la proteína inhibidora de la cinasa 1, mejor conocida como p27kip1. Sin embargo, 

cuando FoxO3a se encuentra retenido en citoplasma, la proteína cinasa C-Jun 

(JNK) puede reactivarlo e inducir su retorno al núcleo para activar la transcripción 
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de las enzimas antioxidantes catalasa y SOD2 bajo condiciones de estrés celular 

(Essers et al., 2004). Interes 

Actualmente, se han descrito cuatro proteínas FoxO en mamíferos: Forkhead box 

O1 (FoxO1), Forkhead box O3 (FoxO3), Forkhead box O4 (FoxO4) y Forkhead box 

O6 (FoxO6), las cuáles son tejido-específico. Las proteínas FoxO1 y FoxO4 se 

expresan principalmente en tejido adiposo y en el músculo esquelético, la proteína 

FoxO3 es abundante principalmente en pulmón, mama, hígado, y la proteína FoxO6 

que se expresa solo en cerebro (Greer y Brunet, 2005a; Huang y Tindall, 2011). 

Todas ellas comparten un dominio de unión al DNA llamado Forkhead o wingled 

helix domain y reconocen dos secuencias consenso: 5’GTAAA(T/C) AA-3’, conocido 

como el elemento de unión de miembros de la familia Daf-16 (DBE) y 5’-

(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’ que se encuentra presente en la región promotora 

conocida como la secuencia de respuesta a insulina (IRE) (Obsil and Obsilova, 

2011). 

El factor de transcripción FoxO3, conocido también como FoxO3a, se encuentra 

localizado en el cromosoma 6q21 (Anderson et al., 1998). Se han identificado 6 

variantes, de las cuales dos de ellas codifican a la misma proteína y en los humanos 

se reportó un pseudogene, FoxO3b (Arden, 2006).    

El factor de transcripción FoxO3a participa en varios procesos que implican la 

expresión y actividad de genes de apoptosis, metabolismo, reparación del DNA, 

ciclo celular y respuesta antioxidante (Y. Liu et al., 2018). Además, se informó sobre 

su desregulación en cáncer, pues su inactivación está relacionada con un peor 

pronóstico en leucemias, cáncer de mama y cáncer de pulmón. Además, se 

demostró que la resistencia a apoptosis en pacientes con cáncer colorrectal que son 

sometidos a radioterapia y en cáncer de mama en pacientes tratados con cis-platino 

estaba relacionada a la inactivación del factor de transcripción FoxO3a vía AKT 

(Ding et al., 2015; Liu et al., 2014; Wang et al., 2018). 

Por otro lado, se reportó la participación de FoxO3a en exposiciones a 

contaminantes presentes en el aire. Por ejemplo, en un modelo in vivo, se determinó 
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la activación de FoxO3a en exposiciones a ozono en la regulación de las enzimas 

catalasa y SOD2, así como la activación de la caspasa 3, sugiriendo que este factor 

de transcripción es importante en el mantenimiento de la homeostasis celular bajo 

condiciones de estrés oxidante (Gómez-Crisóstomo et al., 2014). El grupo de  Xu et 

al. (2014) informó que el factor de transcripción FoxO3a regula a la proteína p27kip1 

in vtro e in vivo, en exposiciones a TCDD, una dioxina que se encuentra presente 

en las PM10 (Kouimtzis et al., 2002) y que este mecanismo era dependiente de 

receptor de aril hidrocarburos (AhR). 

 

Figura 5. Inactivación de FoxO3a por AKT. La activación del receptor de tirosina 
cinasa (RTK), desencadena el reclutamiento a la membrana plasmática de 
fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), que cataliza la conversón de fosfatidil inositol (3,4) 
bifosfato (PIP2) a fosfatidil inositol (4,5,6) trifosfato (PIP3). PIP3 es un segundo 
mensajero que interactúa con la proteína 3-cinasa dependiente de fosfoinositol 
(PDK1) que activa a AKT. La proteína AKT inactiva al factor de transcripción 
Forkhead bOx 3 (FoxO3a) al fosforilarlo en thr 32, ser 253 y ser 315 las cuales 
impiden su unión al DNA e inducen la unión de las proteínas chaperonas 14-3-3, 
que exportan a FoxO3a al citoplasma en donde puede ser degradado vía 
proteosoma impidiendo la transcripción de las proteínas proapoptóticas  PUMA y 
BIM, del ligando de fas (FasL), del inhibidor 1B quinasa dependiente de ciclina 
(p27kip1) y de las enzimas antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa 2(SOD2). 
En condiciones de estrés celular, la proteína cinasa c-Jun (JNK) puede fosforilar a 
FoxO3a e inducir su activación para importarlo a núcleo para la transcripción de 
genes de respuesta a estrés (catalasa, SOD2). 
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El grupo de Al-Anati y colaboradores, por su parte, reportó que la co-exposición de 

los contaminantes Benzo[a]pireno (BaP) y bifenilos policlorados (PCBs), también 

contenidas en las PM, se inhibe la apoptosis a través de FoxO3a. Además, 

demostraron que la inhibición de apoptosis se debía al secuestro de p53 por el factor 

de transcripción FoxO3a. Se informó que si bien, la exposición a solo BaP inducía 

apoptosis, cuando se utilizaban mezclas de PCBs, TCDD y estradiol, la apoptosis 

se atenuaba mediante un mecanismo que involucraba a las fosfatasas 2 A (PP2A) 

(Al-Anati et al., 2014).  

La participación del factor de transcripción FoxO3a en exposiciones a PM10 no se 

ha descrito; sin embargo, los componentes como el TCDD y los PCBs están 

contenidos en ella, aunque varían en proporción y la zona en la cual se recolectaron 

las partículas. Además, la sola presencia de alguno de esos compuestos no 

garantiza la inducción de apoptosis, sino que es necesaria la activación de vías que 

le indiquen a la célula la decisión entre vivir o morir.  

Aunado a lo anterior, el grupo de trabajo reporta porcentajes bajos de apoptosis 

durante una exposición aguda a concentraciones sub-letales, sin embargo, se activa 

la maquinaria de daño a DNA. Interesantemente, no hay detención del ciclo celular 

necesario para la activación de mecanismos de reparación, lo cual sugiere que las 

células continúan proliferando y podrían llevar mutaciones relacionadas a 

inestabilidad genética. 

He ahí el interés de determinar la alteración de proteínas que participan en la 

inducción de apoptosis y que podrían estar inhibiendo la apoptosis en células 

expuestas a PM10, mediante la activación de vías de señalización relacionadas a 

procesos carcinogénicos como la vía de AKT/FoxO3a. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las PM10 están clasificadas como carcinógeno del grupo 1 por la IARC y son 

consideradas un factor de riesgo en el desarrollo de cáncer de pulmón. Si bien, los 

estudios toxicológicos previos han permitido entender los mecanismos por los 

cuáles las partículas inducen alteraciones a nivel celular, aun falta mucho por 

explorar.  

Se ha demostrado que las PM10 inducen inflamación, daño al DNA y estrés oxidante, 

además de la activación de vías de vías de señalización que inhiben apoptosis y la 

inactivación de proteínas que controlan la transición del ciclo celular. Además, la 

exposición a un segundo reto, el H2O2, el cual se encuentra presente normalmente 

en las células como un subproducto de la fosforilación oxidativa, cuyas 

concentraciones incrementan en periodos de inflamación sostenida en 

enfermedades como EPOC y asma, no induce cambios en la viabilidad celular. Esto 

llama la atención a estudiar la activación de vías de señalización bajo un segundo 

reto, el H2O2 pues permitiría entender la participación de las PM10 en la 

carcinogénesis. 

Una de estas vías es la vía de AKT/FoxO3a en la cual la inactivación de FoxO3a 

vía AKT induce la inhibición del arresto del ciclo celular, de la apoptosis y de la 

respuesta antioxidante cuando el factor de transcripción FoxO3a es inactivado por 

la proteína AKT. 

La activación de AKT/FoxO3a en exposiciones a PM10 no se ha descrito. Sin 

embargo, hay indicios que esta vía es importante en la respuesta a estímulos 

ambientales para mantener la homeostasis celular, por lo que consideramos de 

relevancia determinar la participación de la vía de AKT/FoxO3a en exposiciones a 

PM10 bajo un segundo reto (H2O2). 
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4. HIPÓTESIS 

Las PM10 inducen la activación de la vía AKT/FoxO3a y esto favorecerá la inhibición 

de la apoptosis y del arresto del ciclo celular en células de cáncer de pulmón 

humano. 

5. OBJETIVO 

Evaluar la vía de AKT/FoxO3a en la inhibición de apoptosis y arresto del ciclo celular 

en células A549 expuestas a PM10. 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

En células A549 expuestas a PM10 y posteriormente expuestas a H2O2 (PM10+H2O2): 

1. Evaluar la activación de la proteína AKT mediante la fosforilación de su 

residuo serina 473.  

2. Evaluar la inactivación del factor de transcripción FoxO3a mediante la 

fosforilación de su residuo serina 253.  

3. Para determinar la participación de la vía AKT/FoxO3a en respuesta a 

PM10+H2O2, evaluar: 

3.1. Los niveles de la enzima catalasa. 

3.2. Los niveles de la proteína p27kip1. 

3.3. Los porcentajes de apoptosis y las fases del ciclo celular. 

3.4. Inhibir la vía AKT/FoxO3a para determinar que los efectos observados 

son mediante esta vía inducidos por la exposición a PM10+H2O2.  
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Reactivos y anticuerpos 
La línea celular A549 (#CCL-185), derivada de un Adenocarcinoma de pulmón 

humano, fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). El medio F12 

K (#21127-022) y el suero fetal bovino (SFB) (#16 0000) se obtuvieron en Gibco Life 

Sciences. La placa de cultivo de 6 pozos fue obtenida de Costar (3516). El inhibidor 

de AKT LY294002 (#9901S), el anti-AKT fosforilado en ser 473 (#4060), anti-AKT 

(#2920) y anti-p27kip1 (#3686), anti-FoxO3a (#99199) fueron obtenidos de Cell 

Signalling Technology. El inhibidor de fosfatasas y proteasas (Halt Protease and 

Phosphatase Inhibidor Cocktel) y el anti-FoxO3a fosforilado en ser 253 (#PA5-

36816) fueron obtenidos de Thermo Scientific, MA, EUA. El anti-gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se obtuvo de Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, 

Texas, EUA. El kit Annexin-V-Fluos (#11988549001) de ROCHE, Basilea, Suiza.   

6.2 Obtención de PM10 

Las PM10 utilizadas en este trabajo se recolectaron en una zona urbana residencial 

de la CDMX, ubicada en el Instituto de Ciencias de la Atmósfera de Ciudad 

Universitaria, UNAM en el año 2007. Se empleó un colector de partículas de 

grandes volúmenes con un flujo de 1.13 m3/min (GMW modelo 1200 VFCHVPM10 

Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA), equipados con filtros de celulosa (Sartorius 

AG, Goettingen, Germany). Después de ser recolectadas, los filtros de nitrocelulosa 

se mantuvieron en un disecador a 4°C en oscuridad y las partículas fueron 

recuperadas de las membranas y se almacenaron en frascos de vidrio estériles y 

libres de endotoxina. Las PM10 se mantuvieron a 4ºC en un desecador y oscuridad 

hasta su uso. 

6.3 Cultivo celular de A549 
Las células A549 se utilizaron en pases temprano y se cultivaron de acuerdo a las 

recomendaciones de la ATCC en medio F12 K suplementadas con 10% de SFB a 

37°C y en una atmósfera de 5% de CO2. 

https://www.google.com/search?q=Basilea&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMqrzDZT4gAxDbNN0rS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCuCC6JQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwitkbCNwKffAhVLT6wKHZnTCW8QmxMoATAVegQIBxAS
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Para la realización de los ensayos, se sembraron 125 000 células en placas de 6 

pozos, las células se incubaron por 24 h y se exponen a PM10 y 24 h posteriores a 

H2O2 como se dicta a continuación. 

6.4 Exposición a PM10       

Las PM10 fueron pesadas y esterilizadas a 121ºC, 15 psi por 15 min. Posteriormente, 

se resuspendieron en medio suplementado (1 mg/mL) y se mezclaron mediante el 

uso de vortex hasta su homogenización.  

Antes de exponer a las células A59 a PM10, se removió el medio de cultivo de las 

células, se reemplazó por medio fresco y posteriormente, se expuso a PM10 a una 

concentración final de 10 μg/cm2. A la par se tenían células sin exponer (control) y 

en seguida, las células se incubaron durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo, las 

células se expusieron al segundo reto, el H2O2 a una concentración de 500 μM, 

concentración previamente estandarizada en el laboratorio (Chirino et al., 2010) y 

que ha sido reportada por otros grupos de trabajo (Ferecatu et al., 2010a) y se 

incubaron durante 24 h. Como control, las células se expusieron a la misma 

concentración de H2O2 durante 24 h y 24 h después, se volvieron a exponer a H2O2. 

6.5 Tratamiento con el inhibidor LY294002 
Para determinar la participación de la vía AKT/FoxO3a en los procesos evaluados 

en el presente trabajo, se utilizó un inhibidor reversible de AKT, LY294002, a una 

concentración final de 50 μM, el cual se estandarizó para inhibir la fosforilación de 

AKT. El inhibidor LY294002, es un tipo morfolino que se une competitiva y 

reversiblemente a la subunidad catalítica de PI3K (P110) proteína que se encuentra 

río arriba de la proteína AKT en la cascada de señalización, y que se encarga de 

inducir la activación de la proteína AKT río abajo (Manning and Toker, 2017). Para 

llevar a cabo la inhibición de AKT, 24 h después de que las células se expuesieron 

a PM10 y 1 h antes de ser tratadas con H2O2, las células A549 se incubaron con el 

inhibidor LY294002. Después de haber tratado a las células con el inhibidor, se retiró 

el medio de cultivo y se cambió por medio fresco y entonces las células se 

expusieron a H2O2 por 24 h.  
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6.6 Extracción de proteína 
Después de los tratamientos, las células se lavaron tres veces con el bufer salino 

de fosfatos (PBS 1X), pH 7.4 y se realizó la extracción de proteína para lo cual se 

empleó un amortiguador de lisis (Tris 20 mM, NaCl 150 mM y NP-40 al 1%) al cual 

se le añadió un inhibidor de fosfatasas y proteasas. Los lisados celulares obtenidos 

fueron centrifugados a 13000 rpm durante 5 min a 4°C, se recuperó el sobrenadante 

y se realizaron alícuotas de las proteínas las cuáles fueron almacenadas a -20 hasta 

su uso. 

6.7 Cuantificación de proteína 
Las proteínas obtenidas se cuantificaron empleando el método del ácido 

bicinconínico (Smith et al., 1985). En una placa de 96 pozos, se cargó primero la 

curva de albúmina sérica bovina (BSA) de la siguiente manera: 

A1 10 µL del blanco (Tris 10 mM). 

B1, B2, B3 agregar 10 µL de BSA 1.25 µg/µL (por triplicado). 

C1, C2, C3 agregar 10 µL de BSA 2.5 µg/µL (por triplicado). 

D1, D2, D3 agregar 10 µL de BSA 5 µg/µL (por triplicado). 

E1, E2, E3 agregar 10 µL de BSA 10 µg/µL (por triplicado). 

En seguida, se cargaron las muestras como sigue: 1 µL de la muestra de proteína 

más 9 µL de Tris-HCl 10 mM pH 7.4, a cada una de las muestras se les añadieron 

200 µL de la solución de trabajo (ácido bicinconínico más CuSO2), preparado según 

las instrucciones del fabricante. La placa se calentó a 90° C durante 10 min y se 

leyó a 570 nm.  

6.8 Western Blot de las células A549 tratadas con PM10+H2O2 
Para determinar los niveles de proteína de AKT fosforilada en su residuo ser 473 

(AKTS473), el factor de transcripción FoxO3a fosforilado en ser 253 (FoxO3aS253), 

catalasa y p27kip1, se realizaron ensayos de western blot. Para ello, se cargaron 30 

µg de proteína en un gel de poliacrilamida al 12%. Las proteínas se transfirieron a 

una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) empleando una cámara semi-

seca o transblot. y se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes. 

Los anticuerpos primarios se prepararon en leche svelty al 5% en un búfer salino de 
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tris con tween (TBS-T) al 0.2%, como se indica a continuación: anti-GAPDH 1:1000, 

anti-AKTS473 1:2000, anti-AKT, 1:2000, anti-FoxO3aS253 1:1000, anti-FoxO3a y anti-

p27kip1 1:1000. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween 0.2% y se 

incubaron con los anticuerpos secundarios de ratón o conejo según correspondiera, 

acoplados a la peroxidasa de rábano (HRP). Finalmente, las membranas se 

revelaron utilizando el reactivo quimioluminiscente (Chemo Luminiscent). 

6.9 Evaluación de ciclo celular 
Las células A549 a una confluencia de 60% se trataron con PM10 (10μg/cm2), 24 h 

después se cambió el medio por medio fresco y se trataron con el segundo reto 

(H2O2) con y sin inhibidor y se incubaron por 24 h. Después de los tratamientos, las 

células se despegaron con un búfer salino de fosfatos más ácido 

etilendiaminotetraacético (PBS-EDTA) 1 mM, se lavaron tres veces con PBS y se 

fijaron en etanol al 70%, al menos, 18 horas antes de su lectura. Posteriormente, 

las células A549 se fijaron en etanol, se lavaron dos veces con PBS 1X y se 

centrifugaron a 1 200 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min. Se descartó el 

sobrenadante y se agitó manualmente el botón celular. Para el proceso de tinción 

se emplearon las siguientes soluciones: 

1) Solución concentrada de citrato de trisodio. 2H2O 3.4 mM, nonidet-P40 al 0.1%, 

tetrahidrocloride de espermina 1.5 mM, Tris 0.5 mM pH 7.6. 

2) Solución A: solución concentrada de tripsina 30 µg/mL. 

3) Solución B: solución concentrada de Inhibidor de tripsina 55 µg/mL y 

ribonucleasa (RNasa) 0.1 mg/mL. 

4) Solución C: solución concentrada de ioduro de propidio (IP) 150 µg/mL, 

tetrahidrocloride de espermina 1.5 mM. 

Se adicionaron 100 µL de la solución A [tripsina 30 mg/mL] y se incubaron por 10 

min a temperatura ambiente, agitando suavemente, pero sin usar el vortex. 

Enseguida, sin retirar la solución A, se adicionaron 100 µL de la solución B [Inhibidor 

de tripsina (55 µg/mL) y RNasa (0.1 mg/mL)], se incubaron por 10 min a temperatura 

ambiente y se agitaron suavemente, pero sin usar el vortex. Sin retirar las soluciones 

A y B, se adicionaron 80 µL de IP (150 µg/mL), se incubaron por 15 min en hielo y 

protegidas de la luz. Las lecturas se realizaron en el citómetro de Flujo FACSCanto 
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II de Becton Dickinson con el software FACSDiva v.1.1, lo más pronto posible y a 

más tardar 2 h después de la tinción con IP. Posteriormente, se analizaron los datos 

en el software ModFITT LT v.2.0 de Becton Dickinson.  

6.10 Determinación de apoptosis  
Las células A549 a una confluencia del 60% se trataron con PM10 (10 μg/cm2), 24 h 

después se cambió el medio por medio fresco y se trataron con H2O2 con y sin 

inhibidor y se incubaron por 24 h. El ensayo de apoptosis se realizó siguiendo el 

siguiente protocolo, el cuál se realizó en base a la hoja de datos incluida en el 

estuche Annexin-V-Fluos: 

A cada una de las muestras se le adicionó 1 mL de PBS-EDTA 1mM para ser 

despegadas, posteriormente se les añade 1 mL más de PBS 1X (pH 7.4) y se 

someten a centrifugación a 160 g durante 5 min. Se realizaron 2 lavados más con 

PBS 1X y se centrifugaron a 160 g durante 5 min, descartando el sobrenadante. Se 

preparó la mezcla de Annexin-V-Fluos, dependiendo de la cantidad de muestras a 

procesar, por ejemplo, para 10 muestras pre-diuyen 20 µL del reactivo Annexin-V-

Fluos en 1 mL del bufer de incubación (BI) y se añade 20 µL de la solución de IP. 

Para la compensación de los fluorocromos para IP (rojo) y Annexin-v-Fluos (verde) 

en el citómetro de flujo es necesario tener por separado 3 tubos con las siguientes 

características: 

a) Tubo con únicamente células (auto fluorescencia) + 500 µL de BI. 

b) Tubo con células + Annexin-V-Fluos (2 µL en 100 µL de BI) + 500 µL 

de BI. 

c) Tubo con células + IP (2 µL en 100 µL de BI) + 500 µL de BI.  

A cada una de las muestras a procesar, se le añadieron 100 µL de la mezcla 

preparada, se incubó durante 10-15 min en obscuridad y a temperatura ambiente. 

Una vez transcurrido el tiempo se añadieron 500 µL de BI por cada 106 células y se 

leyeron en el citómetro de Flujo FACS Canto II de Becton Dickinson con el software 

FACSDiva v.1.1 lo más pronto posible, no deben pasar más de 30 min, después de 

la incubación.  
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6.11 Análisis estadísticos 

Los resultados obtenidos representan las medias ± la desviación estándar (±DE) de 

3 experimentos independientes. Se aplicó el análisis estadístico de varianza con la 

prueba de comparaciones múltiples con el Programa Prisma versión 5 (GraphPad 

Software, Inc). Un valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7. RESULTADOS 

7.1 Las PM10+H2O2 inducen la fosforilación de AKTS473 y FoxO3aS253 
Para determinar el efecto de las PM10 sobre la fosforilación de AKTSer473 y de 

FoxO3aS253 en células, expuestas a PM10 (10 µg/cm2) durante 24 h y posteriormente 
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a H2O2 durante 24 h (PM10+H2O2) se evaluaron los niveles de ambas proteínas 

mediante western blot. Los resultados indican que hubo un incremento significativo 

de AKTS473 en las células PM10+H2O2 de 34% con respecto a las células control 

(p<0.005). Las células tratadas con H2O2+ H2O2 no muestran cambios significativos 

en la fosforilación de AKTSer473 (Figura 6A).  

Posteriormente, se determinaron los niveles de FoxO3aS253 y éstos aumentan 

significativamente 77% en las células PM10+H2O2 con respecto a las células control 

(Figura 6B). En las células H2O2+H2O2 no se detectaron cambios significativos 

(Figura 6B).  

 

 

 

Figura 6. Las PM10+H2O2 inducen la fosforilación de AKTS473 y de FoxO3aS253. 
Las células A549 fueron expuestas a 10 μg/cm2 de material particulado ≤10 μM (PM10) 
durante 24 h y posteriormente a H2O2 durante 24 h (PM10+H2O2). Las células expuestas a 
H2O2 y posteriormente a H2O2 (H2O2+ H2O2) fueron utilizadas como un control del efecto de 
las PM10. Se evaluaron los niveles de (A) Proteína cinasa B fosforilada en serina 473 
(AKTS473) en los cuales hubo un incremento en las células PM10+H2O2 con respecto al 
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control, y (B) Niveles del factor de transcripción Forkhead box O3 fosfororilado en serina 
253 (FoxO3aS253), en los que se aprecia un incremento en las células expuestas a 
PM10+H2O2 con respecto al control. Las células expuestas a H2O2+H2O2 no presentaron 
cambios con respecto al control para ambas proteínas. Western blot representativos 
utilizando gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. Los 
datos se expresan como la media ± DE **p < 0.005, n=3.  
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7.2 Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de proteína de catalasa 
El factor de transcripción FoxO3a se encarga de regular las enzimas de respuesta 

a estrés oxidante como catalasa, una enzima antioxidante que se encarga de la 

degradación del H2O2 a O2 y H2O y se evaluó si la fosforilación de FoxO3aS253 tenía 

impacto sobre esta enzima. 

Se determinó que los niveles de proteína de catalasa disminuyen 46% posterior a 

la exposición a PM10+H2O2 (p<0.005) con respecto a las células control. Las células 

A549 expuestas a H2O2+H2O2 no mostraron cambios estadísticamente significativos 

con respecto al control, pero si un incremento significativo de 27% con respecto a 

las células tratadas con PM10+H2O2 (p ≤ 0.05) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de catalasa. Se evaluaron los 
niveles de catalasa en las células A549 expuestas a 10 μg/cm2 de material particulado ≤10 
μM (PM10) por 24 h y posteriormente a H2O2 por 24 h (PM10+ H2O2) y se determinó que los 
niveles de esta enzima disminuyen significativamente con respecto al control. Las células 
A549 tratadas con H2O2 y posteriormente H2O2 durante 24 h (H2O2+H2O2) no muestran 
cambios significativos con respecto al control. Western blot representativo utilizando 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. Los datos están 
expresados como la media ± DE de tres experimentos realizados de manera independiente, 
** p (< 0.005), * p (< 0.05), n=3. 
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7.3 Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de p27kip1 
Una de las proteínas importantes en la transición de la fase G1/S del ciclo celular 

es p27kip1, la cual es blanco transcripcional de FoxO3a y para determinar el impacto 

del incremento de FoxO3aS253 en esta proteína, se evaluaron sus niveles por 

western blot.  

Se observó que los niveles de p27kip1 disminuyen 29% cuando las células son 

expuestas a PM10+H2O2 (p<0.05), no así para las células expuestas solo a 

H2O2+H2O2 (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8. Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de p27kip1. Las células A549 se 
expusieron a 10 μg/cm2 de material particulado ≤ a 10 μm (PM10) durante 24 h y 24h 
después con H2O2 (PM10+H2O2) y se determinaron los niveles del inhibidor 1B de cinasa 
dependiente de ciclina (p27kip1) y se observó una disminución significativa en las células 
PM10+H2O2 con respecto al control. Western blot representativo utilizando gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga de tres ensayos realizados de 
manera independiente. Los resultados están presentados como la media ± DE *p < 0.05, 
n=3. 

7.4 Las PM10+H2O2 no inducen cambios en el ciclo celular 
Debido a que p27kip1 es una proteína que arresta el ciclo celular en la fase G1/S, se 

evaluó el ciclo celular y se determinó que la exposición de las células A549 

PM10+H2O2 no tiene efecto sobre el ciclo celular (Figura 9).  
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Figura 9. Las PM10+H2O2 no inducen cambios en las fases del ciclo celular. Las 
células A549 se expusieron a 10 μg/cm2 de material particulado ≤ a 10 μm (PM10) durante 
24 h y posteriormente a H2O2 (PM10+H2O2) y se analizó el ciclo celular empleando Ioduro 
de propidio (IP). No se obseron cambios con respecto al control en ninguno de los 

tratamientos. Los valores representan ± DE de tres experimentos independientes, n=3. 

Previamente se había reportado que la exposición solo a PM10 no tiene efecto sobre 

el ciclo celular pero sí sobre algunas de las proteínas que inhiben a los complejos 

cdk/ciclina, como p21cip1/waf1 y p16IKK4. La proteína p21 cip1/waf1 también regula la 

transición de G0/G1, por lo que la primera exposición a PM10 podría tener efecto 

sobre ésta y el segundo evento con H2O2 disminuir a p27kip1, lo que posiblemente el 

ciclo celular continúa. 

7.5 Las PM10+H2O2 no inducen apoptosis 
Para determinar si en las células A549 expuestas a PM10+H2O2 se inducía 

apoptosis, se empleó el estuche V-Annexin Fluos como se describió previamente  

Se observó que posterior a la exposición a PM10+H2O2, no se observan cambios en 

los porcentajes de apoptosis con respecto a las células control (Figura 10). Las 

células tratadas con H2O2+H2O2 inducen 17.3% de apoptosis, 7.53% más 

comparadas con el control (Figura 10). 
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Figura 10. Las PM10+H2O2 no inducen apoptosis. Las células A549 se expusieron a 
10 μg/cm2 de material particulado ≤10 μM (PM10) durante 24 h y posteriormente a H2O2 
durante 24 h (PM10+H2O2) y se determinaron los porcentajes de apoptosis empleando el 
estuche Annexin V-Fluos con annexina V y ioduro de propidio (IP). Se determinó que la 
exposición a PM10+H2O2 no incrementan los porcentajes de apoptosis con respecto al 
control. En las células A549 expuestas a H2O2 y posteriormente H2O2 (H2O2+ H2O2) hay un 
7.53% de incremento de apoptosis con respecto al control (p<0.05). Los resultados están 
expresados como la media ± DE de tres experimentos realizados de manera independiente, 
n=3. 

 
7.6 Las PM10+H2O2 inducen la fosforilación de FoxO3aS253 a través de AKTS473 
Se evaluaron los niveles de la proteína AKTS473 en las células A549 expuestas a 

PM10 por 24 h y a H2O2 por 24 h fueron tratadas con 50 μM del inhibidor LY294002 

1 h antes de ser expuestas a H2O2 (PM10+LY+H2O2). A la par, se tuvieron células 

tratadas sin el inhibidor (PM10+H2O2) y se determinó que en las células 

PM10+LY+H2O2 los niveles de la proteína AKTS473 disminuye 66% con respecto a 

las células PM10+H2O2 (Figura 11A). En las células A549 expuestas a H2O2 por 24 

h, tratadas con el inhibidor y posteriormente a H2O2 por 24 h (H2O2+LY+ H2O2), no 

hubo cambios significativos respecto a las células H2O2+H2O2. 

Se evaluaron los niveles de FoxO3aS253 y se determinó que cuando las células A549 

expuestas a PM10+LY+H2O2 éstos disminuyen 40% con respecto a las células 

PM10+H2O2 (Figura 11B), previniéndose la fosforilación significativamente (p <0.05). 
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Figura 11.Las PM10+H2O2 inducen la fosforilación de FoxO3aS253 a través de 
AKTS473. En las células A549 expuestas a 10 μg/cm2 de material particulado ≤ 10 μM (PM10) 
durante 24 h y posteriormente a H2O2 durante 24 h tratadas con el inhibidor (50 μM) de 
LY294002 1 h antes del tratamiento con H2O2 (PM10+LY+H2O2) se evaluaron (a) los niveles 
de la proteína cinasa B fosforilada en serina 473 (AKTS473) y (b) Niveles del factor de 
transcripción fosforilado en serina 253 (FoxO3aS253) en los cuales se observa un incremento 
en la fosforilación para ambas proteínas y su prevención con el uso del inhibidor 
(LY294002). Western blot representativos utilizando gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. Los resultados están expresados como 
la media ± DE de tres experimentos realizados de manera independiente **p≤0.005l; *p 

≤0.05, n=3.  
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7.7 Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de catalasa mediante la vía de 
AKT/FoxO3a 

Para determinar si la disminución en los niveles de catalasa era dependiente de la 

vía AKT/FoxO3a, se evaluaron los niveles de la enzima en las células tratadas con 

y sin el inhibidor y se encontró que en las células A549 expuestas a PM10+LY+H2O2 

se previene 25% la disminución de la catalasa con respecto a las células PM10+H2O2 

(Figura 12). 

Esto nos sugiere fuertemente que FoxO3a está regulando transcripcionalmente a la 

catalasa en las células expuestas a PM10. En las células A549 expuestas a 

H2O2+LY+H2O2 no se encontraron diferencias significativas con respecto a las 

células H2O2+ H2O2.  
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Figura 12. Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de la enzima catalasa vía 
AKT/FoxO3a. En las células A549 expuestas a 10 μg/cm2 de material particulado ≤10 μM 

(PM10) durante 24 h y posteriormente a H2O2 durante 24 h tratadas con 50 μM del inhibidor 
LY294002 1 h antes del tratamiento con H2O2 (PM10+LY+H2O2), se evaluaron los niveles de 
catalasa. Se determinó que en las células PM10+LY+H2O2 se previene la disminución de los 
niveles de catalasa con respecto a las células que no tienen inhibidor (PM10+H2O2). Western 
blot representativo utilizando gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como 
control de carga. Los resultados están expresados como la media ± DE de tres 
experimentos realizados independientemente ** p <0.005 * p<0.05,  n=3. 

 

7.8. Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de p27kip1 a través de la vía 
AKT/FoxO3a 
Los niveles de la proteína p27kip1 pueden ser regulados transcripcionalmente por el 

factor de transcripción FoxO3a y en el presente trabajo evaluamos si la disminución 

de los niveles de esta proteína estaba asociada a la vía AKT/FOXO3a. 

Los resultados señalan que en las células A549 expuestas a PM10+LY+H2O2, se 

previene 45% la disminución de los niveles de la proteína p27kip1 comparado contra 

las células que no tienen el inhibidor (PM10+H2O2) (Figura 13). 
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Figura 13. Las PM10+H2O2 disminuyen los niveles de p27kip1 a través de la vía 
AKT/FoxO3a. En las células A549 expuestas a 10μg/cm2 de material particulado ≤10 μM 
(PM10) durante 24 h y posteriormente a H2O2 durante 24 h tratadas con 50 μM del inhibidor 
de la proteína cinasa B (AKT) LY294002 1 h antes del tratamiento con H2O2 
(PM10+LY+H2O2) se evaluaron los niveles de proteína del inhibidor 1B cinasa dependiente 
de ciclina (p27kip1). Se determinó que en las células tratadas con el inhibidor se previene la 
disminución de los niveles de la proteína p27kip1 con respecto a las células que no tienen 
inhibidor (PM10+H2O2). Western blot representativo utilizando gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. Los resultados están expresados como 
la media SD± de tres experimentos realizados independientemente. ** p<0.05; *p<0.05, 

n=3. 

7.9. La vía de AKT/FoxO3a inhibe la detención del ciclo celular en células 
expuestas a PM10+H2O2 

Con el objetivo de determinar si cuando se previene la disminución de p27kip1 había 

un impacto en la detención del ciclo celular, se evaluó ciclo celular en las células 

A549 expuestas a. 

Los resultados muestran que en las células A549 tratadas con PM10+LY+H2O2 

aumenta 8.43% la fase G0-G1 con respecto a las células PM10+H2O2 (p<0.05), no 

así para las células que fueron tratadas con H2O2 con y sin inhibidor (Figura 14).  
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Figura 14. La vía de AKT/FoxO3a inhibe la detención del ciclo celular en 
células expuestas a PM10+H2O2. Las células A549 fueron expuestas a 10 μg/cm2 de 
material particulado ≤10 μM (PM10) por 24 h y posteriormente a H2O2 por 24 h tratadas con 
50 μM del inhibidor LY294002 1 h antes del tratamiento con H2O2 (PM10+LY+H2O2). Se 
evaluaron las fases del ciclo celular: intervalo 0 (G0), intervalo 1 (G1), fase de síntesis (S), 
fase de mitosis (M) empleando ioduro de propidio (IP). Los porcentajes de la gráfica están 
presentados como la media (±SD) de tres ensayos realizados independientemente. * 
p<0.05, n=3. 

 

7.10 La vía de AKT/FoxO3a previene la apoptosis inducida por la exposición 
a PM10+H2O2 

Con la finalidad de determinar si la vía de AKT/FoxO3a inhibe la apoptosis en las 

células A549 expuestas a PM10+H2O2, se evaluaron los porcentajes de apoptosis y 

se determinó que en las células A549 expuestas a PM10+LY+H2O2 los porcentajes 

de apoptosis se incrementaban un 5.17% con respecto a las células PM10+H2O2 

(p<0.05). No se detectaron cambios estadísticamente significativos en las células 

expuestas a H2O2+H2O2 comparadas con las células expuestas a H2O2+LY+H2O2 

(Figura 15). 
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Figura 15. La vía AKT/FoxO3a inhibe la apoptosis inducida por PM10+H2O2 a 
través de AKT/FoxO3a. Las células A549 fueron expuestas a 10 μg/cm2 de material 
particulado ≤10 μM (PM10) durante 24 h y posteriormente a H2O2 durante 24 h 
tratadas con 50 μM del inhibidor LY294002 1 h antes del tratamiento con H2O2 
(PM10+LY+H2O2), y se evaluaron los porcentajes de apoptosis empleando Annexina 
V y ioduro de propidio (IP). Se detectó un incremento significativo en los porcentajes 
de la fase intervalo 0 intervalo 1 (G0-G1) en las células PM10+LY+H2O2 con respecto 
a las células PM10+H2O2. Los porcentajes están representados como la media ±DE 
de tres ensayos realizados independientemente, n=3. * (p<0.05). 
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8. DISCUSIÓN 

Las PM10 fueron clasificadas por la IARC como un carcinógeno para los humanos 

(Loomis et al., 2013) y son consideradas un factor de riesgo para el desarrollo de 

cáncer de pulmón (Chen et al., 2016). Si bien, se conocen algunos mecanismos a 

través de los cuales las PM10 inducen daño, aún falta mucho por explorar, en 

trabajos realizados in vitro se ha sugerido que el empleo de diferentes 

concentraciones de PM10 (desde 10 a 160 μg/cm2) no tiene impacto sobre la 

viabilidad celular (Alfaro-Moreno et al., 2002; Quezada-Maldonado et al., 2018), 

pero sí inducen estrés oxidante y daño al DNA (Chirino et al., 2010; C.-W. Liu et al., 

2018; Soberanes et al., 2006). 

Para la realización del presente estudio, se utilizó la línea celular A549 derivada de 

un adenocarcinoma de pulmón humano, la cual se reconoce como un modelo 

celular alaveolar adecuado para la realización de estudios toxicológicos, ya que 

comparte características genéticas similares a una estirpe celular normal, por 

ejemplo, no tiene mutado a p53 (Calcabrini et al., 2004). Además, los efectos 

observados por la exposición a PM10, son reproducibles en líneas celulares no 

derivadas de un cáncer, como BEAS-2B. Sin embargo, es importante mencionar 

que tiene una mutación en el gen de KRAS (Blanco et al., 2009).  

En estudios previos se demostró que cuando se expone a las células A549 tratadas 

con PM10 a un segundo estímulo (H2O2 500μM), la viabilidad celular no cambia a 

pesar de que el sistema antioxidante se encuentra disminuido (Chirino et al., 2010), 

lo que sugiere la activación de vías de sobrevivencia a pesar del daño citotóxico y 

genotóxico propiciado por las PM10. En este estudio, tomamos como modelo el uso 

de un segundo estímulo después del tratamiento con PM10 a una concentración 

subletal de 10μg/cm2, concentración que mimetiza la exposición de una persona 

durante cinco días (Li et al., 2003) y observamos la inactivación del factor de 

transcripción FoxO3a a través de AKT y que esto tiene impacto en los niveles de 

proteína de la enzima catalasa, en ciclo celular y en apoptosis. Previamente, se ha 

descrito que la inactivación de FoxO3a está relacionado con procesos 
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carcinogénicos y con la resistencia a apoptosis durante tratamientos 

antineoplásicos como cisplatino en líneas celulares de cáncer de pulmón (Liu et al, 

2014). 

La proteína AKT inactiva a FoxO3a mediante fosforilaciones (Brunet et al., 1999) y 

determinamos que los niveles de AKTS473 y de FoxO3aS253 aumentaban posterior a 

la exposición a PM10 más H2O2 y que este evento tiene impacto sobre los niveles 

de p27kip1 y la enzima antioxidante catalasa, proteínas reguladas por FoxO3a a nivel 

transcripcional. Evidenciamos también, que dichos eventos están relacionados con 

los bajos niveles de apoptosis observados y previamente informados por otros 

grupos de trabajo en células expuestas a PM10 (Ferecatu et al., 2010b; Reyes-Zárate 

et al., 2016b), debido a que cuando se inhibe la vía de AKT/FoxO3a, aumentan los 

porcentajes de apoptosis, lo que sugiere la participación de ésta vía en procesos 

carcinogénicos inducidos por las PM10.  

En las células constantemente se están produciendo ERO, ya sea a través de 

fuentes endógenas, como la generación del radical O2
.- dentro de la mitocondria 

como subproducto de la fosforilación oxidativa que por dismutación genera H2O2 

(Chen et al., 2003), o por vías exógenas, como las que genera la exposición a 

contaminantes como las PM10 (Ferecatu et al., 2010b). Además, en personas con 

enfermedades preexistentes como EPOC, se ha descrito que se producen elevadas 

cantidades de H2O2 con respecto a individuos sanos  (Cook-Mills, 2006; Dekhuijzen 

et al., 1996), y en este sentido se ha encontrado que la exposición a PM exacerba 

la respuesta a enfermedades pulmonares mediante diferentes mecanismos (Veres, 

2018). Por otro lado, el H2O2, se produce durante los eventos inflamatorios que 

desencadena la exposición a PM10 y es importante durante la migración de células 

endoteliales como molécula de señalización (Cook et al, 2009; Wang etb al, 2017). 

En el presente trabajo, demostramos que la exposición a PM10 más H2O2 activan a 

la proteína AKT e inducen la inactivación de FoxO3a, evento que se previene 

cuando se utiliza un inhibidor de AKT, lo que impide que las células, a pesar del 

daño a macromoléculas como previamente se describió, sufran un proceso de 

detención del ciclo celular y apoptosis.  Esta vía es de sumo interés ya que tiene un 



 

 48  

papel dual: por un lado, cuando FoxO3a se encuentra en núcleo, favorece la 

transcripción de genes relacionados a detención del ciclo celular como p27kip1, y de 

respuesta a estrés oxidante como es la activación de la enzima de catalasa y 

participa en la inducción de apoptosis (Bencivenga et al., 2017; Tan et al., 2008; 

Zhang et al., 2011); por otro lado, cuando FoxO3a es fosforilado en serina 253, esta 

proteína es exportada a núcleo por las chaperonas 14-3-3 y esto lleva a la inhibición 

del arresto del ciclo celular, la inhibición de apoptosis y estrés oxidante (Huang and 

Tindall, 2011). Existen datos que demuestran que las células de un carcinoma 

hepatocelular humano (HepG2) expuestas a contaminantes como PCB, TCDD y 

HAPs  no se van a apoptosis y se propone a FoxO3a como la vía asociada a este 

mecanismo (Al-Anati et al., 2014); los reportes sugieren que la fosforilación en el 

residuo serina 253 evaluado en este trabajo, es llevada por AKT, y ésta modificación 

es suficiente para inhibir la actividad transcripcional de esta proteína (Greer and 

Brunet, 2005).  

Además, las PM10 disminuyen la capacidad antioxidante de células A549 expuestas, 

entre ellas la enzima catalasa (Chirino et al., 2010; Guo et al., 2018), una enzima 

que se encarga de reducir el H2O2 a agua y oxígeno (Chirino et al., 2010; Guo et al., 

2018), sin embargo, se desconoce el mecanismo mediante el cual las PM10 lo 

hacen. En este trabajo, demostramos que los niveles de proteína de esta enzima se 

encuentran disminuidos cuando las células son expuestas a H2O2 y que esto se 

previene cuando empleamos el inhibidor de la vía AKT/FoxO3a, lo que sugiere que 

el factor de transcripción FoxO3a modula los niveles de esta proteína. Otros autores 

reportan que el factor de transcripción FoxO3a regula a la enzima catalasa mediante 

la unión en la secuencia “ATAAATA” de su promotor  y que, en modelos celulares 

de cáncer de mama MCF-7, el silenciamiento de FoxO3a disminuye la transcripción 

de la enzima (Klotz et al., 2015; Tan et al., 2008; Taylor et al., 2015). 

Las PM10 inducen daño celular tanto a nucleótidos mediante la formación de aductos 

de 8-oxoguanina, así como a proteínas, así como la activación de vías de daño a 

DNA de doble cadena como la vía de ATM-γH2AX-p53, sin embargo, a pesar del 

daño inducido por las PM, las células no sufren cambios en el ciclo celular, ni se 
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observan un incremento en los porcentajes de apoptosis (Sánchez-Pérez et al., 

2009), aunque sí induce cambios en las proteínas que modulan los complejos 

ciclinas/cdk, como p21cip1/waf1, cuya estabilización en citoplasma se ha observado 

en células A549 expuestas a PM10 de la CDMX. (Sánchez-Pérez et al., 2014), lo 

que impide la detención del ciclo celular (Longhin et al., 2013). Estos datos sugieren 

que las PM10 inducen vías que inhiben la apoptosis, y en el presente estudio, se 

demostró que las  PM10 más un segundo estímulo con H2O2 son capaces de 

disminuir los niveles de la proteína p27kip1 a través de la vía AKT/FoxO3a ya que 

FoxO3a modula los niveles de p27kip1 a nivel transcripcional y este fenómeno es de 

suma importancia en procesos carcinogénicos (Hnit et al., 2015).  

La proteína p27kip1 se encarga del arresto del ciclo celular en la transición de la fase 

G1/S uniéndose a los complejos cdk2/ciclina E y cdk2/ciclina D (Bencivenga et al, 

2017). Se reportó que posterior a la exposición de un modelo de ratas a TCDD, se 

induce la activación de p27kip1 a través de FoxO3a y que esto trae como 

consecuencia la detención del ciclo celular en G1 (Xu et al., 2014). En el presente 

estudio, se detectó una disminución en los niveles de la proteína p27kip1 sin cambios 

en el ciclo celular; sin embargo, cuando inhibimos a la proteína AKT, se induce 

arresto del ciclo celular en G0-G1 y se previene la disminución de los niveles de 

p27kip1, lo que sugiere que la inactivación de FoxO3a tiene impacto en ciclo celular. 

En otro estudio, se describió que los niveles de p27kip1 pueden también ser 

regulados mediante el AhR en hepatocitos tratados con TCDD en los cuales p27kip1 

induce arresto del ciclo celular en G1 (Kolluri et al., 1999; Moreno-Marín et al., 2018) 

y en este trabajo dada la exposición a PM10 y posteriormente a H2O2, no observamos 

detención del ciclo celular, por lo que la inducción de p27kip1 por el AhR  podría 

deberse a una activación directa del receptor.  

Cabe mencionar que además de p27kip1, otras proteínas se encargan de regular la 

transición de G1/S como p16INK4, p21, p107 y p130 (Bertoli et al., 2013). Aunado a 

esto, se describió que las partículas son capaces de inducir la metilación de p16INK4 

en células de pulmón, lo que sugiere que las PM10 inducen la inactivación 

epigenética de proteínas que regulan el ciclo celular  (Soberanes et al., 2012). 
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Se ha asociado la inactivación de FoxO3a con la evasión de apoptosis (Liu et al., 

2014) y en el presente trabajo observamos que la exposición a PM10 y 

posteriormente a H2O2 no induce apoptosis, sin embargo, cuando se inhibe la vía 

de AKT/FoxO3a incrementan los porcentajes de apoptosis significativamente. Esto 

sugiere fuertemente que la exposición a PM10 desregula la vía y esto se ve reflejado 

cuando se da un segundo estímulo.  

El presente trabajo se describe que la activación de la vía de AKT/FoxO3a por la 

exposición a PM10 y que esto tiene efecto en las proteínas que son reguladas por 

FoxO3a. Se demostró que la exposición a PM10 induce mecanismos de inhibición 

del arresto del ciclo celular y de apoptosis, lo cual se ve reflejado sólo cuando se le 

da un segundo estímulo a las células previamente expuestas a PM10, ya que cuando 

se inhibe la vía, se previenen los efectos: se previene la disminución de los niveles 

de proteína de la enzima catalasa, hay detención del ciclo celular y apoptosis. 

Los resultados de este trabajo podrían explicar alguno de los mecanismos por los 

cuales las PM10 inducen procesos carcinogénicos, debido a la activación de una vía 

asociada a sobrevivencia celular. 
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Figura  16. Mecanismo de señalización propuesto para la inhibición de 
apoptosis y del arresto del ciclo celular en células de cáncer de pulmón 
humano expuestas a PM10+H2O2 

 

9. RESUMEN DE LOS RESULTADOS 
 

• La exposición a 10μg/cm2 de PM10 en las células A549 por 24 h y a H2O2 por 

24 h (PM10+H2O2) induce la activación de la vía AKT/FoxO3a. 

• La exposición a PM10+H2O2 disminuye los niveles de la enzima antioxidante 

catalasa. 

• En las células expuestas a PM10+H2O2 se disminuyen los niveles de la 

proteína p27kip1. 

• La exposición a PM10+H2O2 no induce cambios en la regulación del ciclo 

celular. 

• La exposición a PM10+H2O2 no induce apoptosis. 

• Cuando se emplea el inhibidor de la proteína AKT, se previenen la 

fosforilación del factor de transcripción FoxO3aS253, se previene la 

disminución de la enzimacatalasa y de p27kip1. 
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• Al inhibir la vía de AKT, se induce arresto del ciclo celular e incrementan los 

porcentajes de apoptosis en las células A549 expuestas a PM10+ H2O2 

comparadas con las células PM10+H2O2 que no fueron tratadas con el 

inhibidor. 

10. CONCLUSIÓN 

Los resultados demuestran que la exposición a 10 μg/cm2 de PM10 activa la vía de 

señalización AKT/FoxO3a induciendo características de sobrevida a través de la 

inhibición del arresto del ciclo celular y la inhibición de la apoptosis, lo cual es 

demostrado cuando las células son expuestas a un segundo reto (H2O2). Este es el 

primer trabajo en el que se reporta la activación de la vía AKT/FoxO3a por 

exposición a PM10 + H2O2 y de sus genes blanco. 

 

11. PERSPECTIVAS 
 

• Debido a que las PM10 activan vías que inhiben el arresto del ciclo celular y 

la apoptosis, como la vía de AKT/FoxO3a por fosforilaciones, sería 

interesante investigar la inactivación de fosfatasas, como la PP2A por 

exposiciones a PM10. 

• Investigar la participación del estrés oxidante y la generación de radicales 

libres en la inactivación de factores de transcripción como FoxO3a. 

• Caracterizar la unión al DNA de FoxO3a en los genes blanco de las proteínas 

evaluadas en el presente trabajo. 
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ANEXOS 
Anexo 1: Clasificación de carcinogénicos por la Agencia Internacional del 
Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) 
 

Grupo 1 Carcinogénico para humanos 

Grupo 2A Probable carcinogénico para humanos 

Grupo 2B Posible carcinogénico para humanos 

Grupo 3 No clasificado como carcinogénico 
para humanos 
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Grupo 4 Probablemente no carcinogénico para 
humanos 

 
Anexo 2: Resumen de los efectos citotóxicos de las PM10 
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Anexo 3: Imagen representativa de los plots de la citometría de flujo para 
evaluar apoptosis en las células A549 expuestas a PM10 y posteriormente a 
H2O2 con y sin inhibidor de la vía AKT/FoxO3a (LY294002). 
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