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Resumen

El crecimiento demografico y urbano en la Ciudad de México ha producido un incremento
en los niveles de contaminacion que afectan la calidad del aire. Estudios epidemiologicos
registran que la exposicion prolongada al material particulado (PM, que por sus siglas en
ingles significa Particulate Matter), especialmente a las aeroparticulas con un diametro <10
um, producen efectos nocivos para la salud, por lo que se le ha considerado como un factor
de riego para los habitantes, especialmente los nifios, personas de la tercera edad y los que
padecen enfermedades respiratorias. La exposicion cronica a PM se ha relacionado con el
desarrollo de enfermedades cardiorrespiratorias asi como también en el desarrollo de cancer
(especialmente en el pulmoén). Debido a su tamafio aerodindmico, las PMo son inhaladas
facilmente y son capaces de penetrar y depositarse en las vias respiratorias profundas. Se ha
reportado que la composicion quimica de las PM juega un papel importante en la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que produce un aumento en los niveles de estrés
oxidante; efecto acompanado por la perdida en la funcién anti-oxidante de ciertas enzimas.
Las ERO derivadas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las endotoxinas y los
componentes metalicos de las PM propician un estado el cual puede desencadenar en la
generacion de diferentes tipos de dafio al DNA, siendo los mas comunes la oxidacion de las
bases y el rompimiento de la cadena sencilla y doble del DNA. El mecanismo de reparacion
por escision de bases (BER, que por sus siglas en inglés significa Base Excision Repair) es
el mecanismo mas comun por el cual la célula reparan los dafios producidos por las ERO. El
mecanismo de reparacion por BER se lleva a cabo por la accion de 25 diferentes proteinas
las cuales pueden forman parte de la via de reparacion por tramo corto o por tramo largo. La
proteina XRCCI1, la cual se codifica por el gen XRCC1, interactia en ambas vias de
reparacion de BER y su funcion se presenta en las primeras etapas de la reparacion del DNA
al actuar como una proteina de anclaje para los demés componentes enzimaticos involucrados
en este mecanismo de reparacion. Aunque actualmente no se conocen mutaciones asociadas
a la proteina XRCC1 que pudieran alterar su actividad, se han registrado vias y factores por

los cuales la funcion de esta proteina se encuentra desregulada o modificada.

En el laboratorio se ha reportado que la linea celular A459 (células epiteliales de carcinoma

de pulmoén humano), al estar expuesta a una dosis subletal de PM o colectadas en distintas



zonas de la Ciudad de México, disminuye los niveles de RNA mensajero de los genes de
reparacion como la oxoguanina-DNA glicosilasa 1 (hOGG1), la Human MutT homologue 1
(hMTHI) y la Human MutL homologue 1 (hMLH1), representativos de distintas vias de
reparacion. Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue profundizar en el conocimiento
sobre los eventos iniciales que las PM 1o desregulan en los mecanismos de reparacion al dafio
al DNA. Para esto, se evaluo el estado de expresion y localizacion sub-celular de la proteina
XRCCl, por ser la proteina orquestadora en el sistema de reparacion por BER, principal via
involucrada en la reparacion de danos producidos por la oxidante o pérdida de bases
derivados de un estado oxidativo celular. Ademas, también se evaluo el dafio al DNA a través

de la medicion de YH2A. X

Los resultados obtenidos indican que las PM o de la ciudad de México, producen un aumento
significativo del 17% en los niveles del RNA mensajero de XRCCL1. Por otro lado, los niveles
de expresion de la proteina XRCC1 disminuyeron significativamente en un 22%, ademas de
observarse que esta proteina se encontrd en mayor proporcion en el nicleo de las células. Por
otro lado, las PM1o no producen cambios en la proliferacion, ni inducen apoptosis de manera
significativa, pero si provocan rotura en la doble cadena del DNA en estas células. Estos
resultados indican una participacién de componentes de las PM en la formacion de lesiones
en la doble cadena del DNA y sugieren una desregulacion en el sistema de reparacion por la

via de BER, debido a los cambios en los niveles de expresion de la proteina.



1. Introduccion.

1.1 Material Particulado (PM)

1.1.1 Contaminacion atmosférica

El aire estd conformado principalmente por oxigeno, nitrogeno y otros gases en menor
cantidad que conforman la atmosfera. La existencia en el aire de otros gases o particulas que
no son parte de su composiciéon normal y que se presentan en cantidades que pueden ser
C e . C e L, e .
perjudiciales para la vida se le denomina “contaminacion atmosférica”. Los contaminantes
atmosféricos puede agruparse en dos categorias: primarios, si se emiten directamente a la
atmosfera y secundarios, si se forman como resultado de reacciones quimicas (hidrdlisis,
oxidacion o reacciones fotoquimicas) en las que intervienen los contaminantes primarios

(INECC, 2013).

La contaminacion atmosférica es un problema latente en las grandes ciudades de los paises
desarrollados y es un factor de riesgo para la salud de la poblacion (Potter, 1997; Vallejo et
al., 2003; OMS, 2011). Estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos han demostrado que la
exposicion a los contaminantes atmosféricos, especialmente al material particulado (PM por
sus siglas en ingles que significa Particulate Matter), incrementa el riesgo de padecer
enfermedades respiratorias, cardiovasculares y tienen un papel crucial en el desarrollo de
cancer, especialmente el pulmonar, debido a su capacidad de producir dafios al material

genético (Norman et al., 2007).

1.1.2 Definicion y Origen

Una particula es cualquier material disperso, solido o liquido, que existe en la atmosfera bajo
condiciones normales. Las PM son una mezcla compleja de compuestos organicos e
inorganicos que varian en origen, tamafio y composiciéon quimica. Las PM representan casi

el 10% de la masa total de los contaminantes en el aire en el Valle de México y se han
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asociado recientemente a enfermedades cardiopulmonares y cancer. El material particulado
tiene su origen a partir de dos fuentes bien diferenciadas: naturales y antropogénicas (Poschl,

2005).

Dentro de las fuentes emisoras naturales se encuentran procesos tales como: la erosion de los
suelos, las erupciones volcanicas, la produccion de polen de las plantas, tormentas de arena,
incendios forestales y ciertos microorganismos (virus, bacterias y protozoarios) y representa
aproximadamente 65% de la masa total del material particulado suspendido en el aire. Por
otra parte, las fuentes antropogénicas incluyen el uso de combustibles derivados de la
biomasa (quema de carbodn, lefia, residuos organicos, etc.), el uso de vehiculos motorizados
que emplean combustibles derivados del petréleo y procesos industriales tales como
fabricadoras de acero y papel, entre otros productos. Aunque las particulas provenientes de
las fuentes antropogénicas son menos en masa, sus efectos toxicos en la salud suelen ser mas

significativos (Jiménez, 2002; Pope et al., 2006).

1.1.3 Clasificacion

Las PM no son una identidad tnica debido a que estd conformada por particulas que pueden
clasificarse ya sea por su composicion y/o por su tamano. La manera méas comun de clasificar
las PM en el aire es por su diametro aerodindmico (tamafio adoptado al interactuar la particula
con el aire), y se dividen en ultrafinas, cuyo didmetro es menor a 0.1 um (PMo.1), la fraccion
fina que comprende particulas con un didmetro aerodindmico igual o menor a 2.5 um (PM3 5)
y la fraccidon gruesa, que son particulas cuyo didametro aerodindmico es igual o menor a 10

um (PMo) (Pérez-Vidal et al., 2010) (Fig. 1).
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Figura 1. Clasificacion por tamaifio de las particulas contaminantes (PM). La fraccion inhalable que comprende
a las PM o y PM, s puede llegar a las vias respiratorias profundas y depositarse en los alvéolos, lo que altera el

intercambio gaseoso (imagen tomada y modificada de Englert 2004).

El tamaiio de las particulas es el parametro mas importante en términos de su comportamiento
y, por lo tanto, de su distribucion en la atmdsfera. Dependiendo del tamafio, las particulas
tienen diferentes periodos de vida media y capacidad de desplazamiento. Por ejemplo, las
particulas finas tienen periodos de vida media en la atmoésfera de dias a semanas y viajan a
distancias de 100 km o mas. Por otro lado, las particulas gruesas generalmente se depositan
mas rapidamente, con una vida media en la atmdsfera de solo minutos u horas, lo que les
confiere una mayor variabilidad espacial dentro de una misma region (Rojas Bracho y

Garibay Bravo, 2003).

1.1.4 Composicién

Las aeroparticulas al ser una mezcla compleja pueden estar constituidas de diferentes
componentes organicos e inorganicos, por lo que es posible encontrar agregados de carbono
elemental u organico, metales, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) y material
biologico como endotoxinas (Arriaga-Colin et al., 2004). La fraccion fina (PMa 5) puede tener

su origen a partir de la transformacion de ciertos productos, como por ejemplo las particulas
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de sulfato y nitrato, que se generan a partir de sulfuros y 6xidos de nitrogeno, respectivamente

(Environment Canada and Health Canada 2000).

Segun sea el origen o la fuente de emision, se puede encontrar una gran variedad de elementos
y metales dentro de los componentes de las PM (Miranda et al., 2000), sin embargo se han
identificados algunos elementos bases tales como: Zinc (Zn), Plomo (Pb), Vanadio (V),
Hierro (Fe), Cobre (Cu), Manganeso (Mn), Niquel (Ni), Cromo (Cr) y Silicio (S1). Dentro de
estos elementos los metales y los diferentes componentes organicos son importantes en la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Vega et al., 2004).

Se ha reportado que las PMioy PM25 juegan un papel importante a los dafios en la salud
debido a que se componen principalmente de sulfatos, nitratos, metales y varios compuestos
quimicos de origen organico, los cuales pueden ser adsorbidos al sustrato. Por ejemplo, los
hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en las particulas y las especies reactivas de
oxigeno producidas por la composicion metalica de las particulas se asocian a una serie de
efectos como aberraciones cromosdmicas, efectos mutagénicos, formaciéon de aductos y el
rompimiento de la cadena del DNA (Vega et al., 2004; Sienra et al., 2005; Villalobos-Pietrini
et al., 20006).

1.1.5 Estudios epidemioldgicos

Diversos estudios realizados en paises industrializados sugieren que los agentes quimicos de
los contaminantes del aire de las grandes ciudades, pueden tener un papel significativo en el
desarrollo de diversas enfermedades cardiovasculares y del tracto respiratorio, asi como
algunos tipos de canceres humanos. Otros estudios epidemioldgicos también han demostrado
que el aumento en los niveles de contaminacion del aire tiene repercusion en la poblacion,
especialmente en adultos mayores, nifios y personas que sufren de problemas respiratorios
(Pope et al., 2002); ademas de que presenta una asociacion con el incremento en los niveles

de mortalidad (Borja-Aburto et al., 1998).

Los efectos de las PM se pueden presentar en diversos 6rganos y tejidos, sin embargo por su

pequefio tamafio tienden introducirse al tracto respiratorio a través de la garganta y la nariz,
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depositandose en los alvéolos pulmonares, en donde incluso pueden llegar a entrar al torrente

sanguineo y ser transportadas a diferentes partes del cuerpo (Baldshazy et al., 2003).

Se ha comprobado que el incremento en los niveles de concentracion y la exposicion
prolongada al material particulado produce alteraciones de vias fisiologicas que se pueden
relacionar con morbilidad y mortalidad cardiopulmonar, asociados a diferentes patologias
como asma, bronquitis cronica, alteracion en la funcion autdbnoma cardiaca e incremento en
la susceptibilidad a presentar alteraciones en el ritmo cardiaco (Fig. 2) (Pope et al., 2006). El
material particulado ha sido identificado como un factor de gran importancia para el
desarrollo de céncer, especialmente cancer de pulmon; ya que se ha relacionado un aumento
del 8% en el desarrollo de cancer de pulmon y un incremento del 2.8% en la mortalidad por
cada aumento de 10 ug/cm?® de PM. s (Pope et al., 2002; Kloog et al., 2013). Existen estudios
de cohortes que muestran que poblaciones expuestas a altos niveles de contaminantes del
aire, tienen de 10 a 30% mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmoén que las poblaciones
expuestas a niveles mas bajos (Vinikoor-Imletr et al., 2011; Kam et al., 2013). Estas
evidencias han permitido que recientemente (Octubre 2013), la Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en ingles que significa International Agency
for Research on Cancer) declarara a la contaminacion del aire extramuros (principalmente el
material particulado) como causa de muertes por cancer, y las clasifico en el Grupo I como

un carcindgeno para los humanos (Loomis et al. 2013).
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Inhalacion de PMs
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Figura 2. Vias potenciales de daio fisiologico, asociado a la inhalacion de PMs (imagen tomada de Pope et al.,

2006).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en el afio 2012 de
acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), causé 8.2 millones de defunciones
en todo el mundo y se prevé que esta cifra vaya en aumento hasta alcanzar 13.1 millones de

muertes en el 2030 (revisado en la pagina de la Organizacion Mundial de la Salud, en espafiol
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http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es). El céncer de pulmoén se identifica
como la principal causa de muerte por cadncer a nivel mundial, y es la principal causa de
muerte por cancer en hombres y la cuarta en mujeres (Ferlay et al., 2010). En México, el
cancer de pulmon es el segundo cancer mas frecuente en hombres y la octava neoplasia mas
frecuente en mujeres; es ademas la segunda causa de muertes en hombres y la quinta en

mujeres (Tabla 1) (Aldaco-Sarvide et al., 2012).

Hombres Mujeres
Tipo de Céncer Porcentaje (%) Tipo de Cancer Porcentaje (%)
Prostata 15 Mama 13.3
Pulmoén 12 Cérvico-uterino 10.4
Estomago 8.1 Higado y vias biliares 7.3
Higado y vias biliares 7 Estomago 6.8
Colorectal 5.8 Pulmon 5.1

Tabla 1. Principales causas de muerte por cancer en hombres y mujeres en el afio 2010 (tomada de Aldaco-

Sarvide et al., 2012).

A pesar de que el tabaquismo es considerado el principal factor de riesgo para el desarrollo
de cancer de pulmodn, en México se le atribuye solo el 66% de los casos. Actualmente se sabe
qué factores ambientales tales como exposicion al asbesto, la contaminacion atmosférica por
particulas finas, el radon, compuestos de arsénico, el cadmio, el cromo, la radiacion ionizante,

entre otros, también pueden contribuir a la carcinogénesis pulmonar (Arrieta et al., 2012).
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1.1.6 Estudios toxicologicos relacionados con las PM

Aunque actualmente no se conoce en su totalidad los mecanismos por los cuales las PM o
producen efectos nocivos en la salud humana, se han llevado a cabo diferentes estudios que
han demostrado los efectos toxicos que las particulas producen en los seres humanos. Es
importante destacar que los efectos que las PM producen sobre el organismo, estdn

estrechamente relacionados con su composicion quimica y bioldgica.

Los componentes de las PM juegan un papel importante en el desarrollo y en la perpetuacion
de una respuesta inflamatoria o en un proceso carcinogénico a nivel pulmonar (Alfaro-
Moreno et al., 2002). Estudios realizados en células epiteliales de pulmén humano han
demostrado que las PMio son capaces de causar dafio al material genético; los principales
dafios se producen por la fragmentacion y cortes a la cadena del DNA, ademas de la oxidacion
de las bases nitrogenadas y la lipoperoxidacion de los 4cidos grasos (Upadhyay et al., 2003;
Choi et al., 2004; Sanchez-Pérez et al., 2009; Chirino et al., 2010). Estos eventos se producen
principalmente por la promocién de un estado de estrés oxidante dentro de las células, capaz
de generar ERO (Donaldson et al., 2003, Delfino et al., 2005, Chirino Y1 et al., 2010), lo cual
ocurre a través de dos principales razones: la primera por la presencia de metales que
constituyen a las PM, los cuales a través de una reaccion de Fenton generan ERO (Garcia-
Cuellar et al., 2002). La segunda razoén es por la liberacion de moléculas inflamatorias como
son el factor de necrosis tumoral (TNF) y ciertas interleucinas (IL) tales como la IL-6 y la
IL-8 (Alfaro-Moreno et al., 2009), ambas moléculas involucradas en el desarrollo de procesos
inflamatorios (Moon et al., 1999). Por otro lado, estudios realizados in vivo muestran que la
exposicion a altas concentraciones de PM1o potencia la formacion de tumores e incrementan

los niveles de mutagenicidad en modelos animales (Ichinose et al., 1997; Sato et al., 2000).

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la exposicion a una dosis subletal de PMio (10
pg/cm?) no solo produce dafio en el DNA de las células, sino que también promueve la
respuesta de dafio al DNA (Sanchez-Pérez et al., 2009), lo que desencadena en la activacion
de los distintos sistemas de reparacion presentes en la célula. Sin embargo se ha observado
que las PM causan una disminucion en los niveles de expresion del RNA mensajero de genes
como hOGG1, hMTH1 y hMLH1 involucrados en las vias de reparacion del DNA por

escision de bases (BER, por sus siglas en ingles que significa base excision repair) y el
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sistema de reparacion por mal apareamiento (MMR, por sus siglas en ingles que significa
Mismatch repair) (Morales-Bacernas et al., en preparacion). Metha y col. reportaron que las
PM producen deficiencia en la capacidad de reparacion en las células por la alteracion en la
via de reparacion por escision de nucleotidos (NER, por su singlas en inglés que significa
Nucleotide excision repair), ya que se ven afectados los diferentes componentes enzimaticos
que participan en esta via, lo que potencia la mutagenicidad de varios carcindgenos (Mehta

et al., 2008).

1.1.7 Caracteristicas geograficas y atmosféricas de la ciudad de México

La ciudad de México es una de las ciudades mas grandes y con un alto indice de
contaminacion en el mundo. Factores como la alta industrializacion, el incremento de la
urbanizacion y las actividades antropogénicas, han provocado un impacto negativo sobre el

ambiente.

Junto con las actividades antropogénicas, el problema de la contaminacion del aire en la
Ciudad de México se agrava por sus caracteristicas geograficas, topograficas y
meteoroldgicas. La ciudad se encuentra a una altitud de 2,240 metros sobre el nivel del mar,
lo que produce una disminucion en los niveles de concentracion de O», condicion que altera
la eficiencia del proceso de combustion, lo que genera altas concentraciones de CO e

hidrocarburos (Doran et al., 1998).

En la Ciudad de México se reinen gran cantidad de contaminantes provenientes tanto de
fuentes naturales como antropogénicas. Esto genera un mosaico en cuanto al tipo y niveles

de contaminacion, los cuales tienen elevada importancia en la salud.

Dadas las caracteristicas geograficas y antropogénicas de la Ciudad de México, esta se ha

dividido para su estudio en tres zonas (Fig. 3):

e Urbana industrial (norte): Zona caracterizada por presentar principalmente una
actividad industrial, que arroja diariamente toneladas de contaminantes al aire y

suelos (Miranda et al., 2000).
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Urbana comercial (centro): Zona caracterizada por presentar altos niveles de
confluencia vehicular, altos niveles de emision de gases y pocas areas verdes
(Miranda et al., 2000).

Urbana residencial (sur): Zona caracterizada por una emision moderada emision de
contaminantes por automoéviles y fuentes naturales. Presenta grandes espacios

abiertos y zonas verdes (Rosas et al., 2004).

Figura 3. Valle de la ciudad de México. La linea negra limita la ciudad de México y los puntos rojos
representan los sitios de muestreo de la zona norte (industrial), centro (comercial) y sur (residencial).
En la imagen se pueden observar 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) (Tomado y modificado de SIMAT 2013).
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La toxicidad y la concentracion de los componentes de las PMio colectadas en la Zona
Metropolitana del Valle de México (ZMVM) varian en funcion del lugar de recoleccion, lo
que sugiere que los efectos celulares estan relacionados con el contenido de metales o
endotoxinas (Rosas-Pérez et al., 2007). En un estudio realizado por Alfaro-Moreno y
colaboradores demostraron que la zona norte, al ser el principal centro de industria de la
ciudad de México, contiene los niveles mas elevados de metales y azufre; mientras que la
zona sur se caracterizd por presentar un mayor nivel de material organico (Alfaro-Moreno,

etal., 2002).

1.2 Mecanismos de dafio y reparacion del DNA

Debido a la constitucion fisico-quimica de los genes, no se puede garantizar una vida de
estabilidad y/o funcioén adecuada, por lo que se requiere de mecanismos que protejan al DNA
de dafos o alteraciones. En el DNA se producen diferentes tipos de lesiones por tres distintas
causas. La primera se da por agentes ambientales tales como la radiacion ultravioleta (UV)
de la luz del sol, radiacion ionizante, y numerosos agentes genotoxicos (tales como PM) las
cuales causan alteraciones en la estructura del DNA, lo que ocasiona mutaciones capaces de
incrementar el riesgo a cancer (Hoeijmakers, 2001). La segunda causante son los productos
resultantes del metabolismo celular, tales como especies reactivas de oxigeno derivados de
la respiracion oxidante y productos de la peroxidacion de lipidos (mas de 100 modificaciones
se han identificado en el DNA). Finalmente la tercera comprende la desintegracion de las
uniones quimicas en el DNA bajo ciertas condiciones fisiologicas, como por ejemplo la
hidrodlisis de las bases nitrogenadas que provocan la formacion de sitios abdsicos. Sin
embargo la lesion que se produce con mas frecuencia en el DNA es el corte de cadena sencilla

y doble del DNA (Hoeijmakers, 2001).
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En Ia figura 4 se resume algunos de los dafios al DNA mas comunes.

| Agentes Daninos |

v v v v

Radiacién X Lo N Lnpe
Radicales e Chlpang Radiacion UV Radiacién X Errores en la replicacién

Hidrocarburos (policiclicos entes antitumorales
Agentes alquilantes (p Ag

aromaticos)

Reacciones Espontaneas

Uracilo 8-Oxoguanina Dimeros de timina Rotura de doble cadena A-G Mismatch
Sitios abasicos Dimero de pirimidina Uniones intracatenarias T-C Mismatch
Rotura de cadena simple Aductos de DNA Inserciones
Deleciones
) 4 \ 4 v v
Escision de bases Escision de nucledtidos Recombinacidén Mismatch repair
(BER) (NER) homologa

Figura 4. Agentes casuales que dafian el DNA (arriba); ejemplos de las lesiones del DNA inducidas por estos
agentes exdgenos (centro), y los mecanismos responsables de la eliminacion de las lesiones (abajo) a través de

las vias de reparacion del DNA (tomado de Hoeijmakers, 2001).

1.2.1 Respuesta ante el dafio del DNA

Las células se encuentran bajo la continua exposicion de agentes endogenos y exdgenos
capaces de producir dafio al DNA, y se ha estimado que se producen alrededor de 20,000
eventos de dafio en las células cada dia. Los diferentes tipos de lesiones resultantes son
rapidamente detectadas y causan la activacion de un proceso multifacético en el cual
interacciona una red intrincada de vias de sefializacion conocidas como la respuesta ante el

dafio al DNA (DDR por sus siglas en ingles que significan DNA damage response) (Barzilai
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et al., 2004), cuyo objetivo principal es la reparacion y facilitacion de la replicacion del DNA
(Harper et al., 2007). Para dar inicio a la respuesta de dafio al DNA, las alteraciones
producidas deben ser detectadas; este proceso se lleva a cabo por al menos cinco diferentes
complejos moleculares. Uno de estos complejos implica la participacion de la proteina ataxia
telangiectasia mutada (ATM) la cual es activada por la rotura de la doble cadena del DNA lo
que provoca su auto-fosforilacion, evento encargado de mantenerla activa (Bakkenist et al.,
2003). Esta proteina, una vez activada comienza a concentrarse en sitios especificos en el
nucleo y forman los denominados focos de dafio a DNA (Bakkenist et al., 2003). Uno de los
sustratos de ATM es la variante de histona H2A.X, la cual pertenece a la subfamilia de la
histona H2A. En respuesta ante los dafos en el DNA, H2A.X es fosforilada por ATM en el
residuo conservado de Serina en la posicion 139 (YH2A.X), (Rogakou et al., 1998, Burma et
al., 2001). Esto provoca la formacion de focos de dafio en el nucleo, los cuales se encuentran
co-localizados con los sitios de dafios identificados por ATM (Rogakou et al., 1999,

Sedelnikova et al., 2002).

Ademéas de detectar el dafio en el DNA, ATM también es capaz de regular el ciclo celular a
través de la activacion de las proteinas serina/treonina cinasa Chk1 (Chkl) y serina/treonina
proteina cinasa Chk2 (Chk2). Las proteinas Chkl y Chk2 se consideran uno de los
componentes mas importantes dentro de la respuesta por dafio al DNA, debido a que estan
involucradas en procesos relacionados con la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la
reparacion del DNA ya que dan inicio a las diferentes vias de reparacion del DNA (Stracker

et al., 2009).

Actualmente no se conoce en su totalidad como la via de sefializacion DDR conduce a la
activacion de la via de reparacion por BER, sin embargo se ha reportado que la proteina Chk2
es capaz de modular la activacion de esta via por medio de la fosforilacion de XRCC1 cuando
se producen lesiones en las bases (Chou et al., 2008). La proteina XRCC1 ha sido identificada
no solo por su capacidad de identificar los sitios de dafios que se producen en las bases del
DNA, sino también por su capacidad de formar complejos con las distintas proteinas
involucradas en la via de reparaciéon de BER. La fosforilacion de XRCCI, la cual es
modulada por la proteina Chk2, favorece estos procesos, ademas de proteger a la proteina de

ser degradada por el sistema proteosomal (Parsons et al., 2010).
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Figura 5. La via de respuesta ante el dafio del DNA se compone de dos principales sensores de dafio al DNA:
el complejo MRE11-RADS0-NBS1 (MRN) el cual detecta lesiones producidas en la doble cadena del DNA; y
la proteina de replicacion A (RPA) la cual junto al complejo RAD9-RAD1-HUSI (9-1-1) detecta lesiones
producidas en una de las cadenas del DNA. Estos sensores reclutan la ataxia telangiectasia mutada (ATM) (a
través del complejo MRN) y la ataxia telangiectasia-Rad3 (ATR) (a través de la proteina RPA y el complejo 9-
1-1), 1a cual se encuentra unida a la proteina ATR-interacting (ATRIP). Estos a su vez fosforilan (P) a la variante
de histona H2A. X en Ser139 (conocida como YH2A.X) en las regiones proximales a la lesion del DNA. De esta
manera, aunque ATM es principalmente activada por el rompimiento de la doble cadena del DNA, ATR es
capaz de producir una respuesta ante el estrés genotoxico, causado por el estrés de replicacion del DNA, el cual
puede ser causado por los oncogenes. YH2A.X es requerida para el reclutamiento de la proteina MDCI
(mediator of DNA damage checkpoint 1) la cual sostiene y amplifica la sefializacion de la via DDR a través de
la acumulacion del complejo MRN vy la activacion de ATM. Eventualmente, la sefializacion de la via DDR

comienza a alejarse de los sitios de dafio debido a la participacion de las proteinas cinasas Chk2 (CHK2) (que
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es fosforilada principalmente por ATM) y Chkl (CHK1) (que es fosforilada principalmente por ATR) cuya
sefializacion activa efectores rio abajo, tales como p53 y la fosfatasa CDC25. Las respuestas mediadas por la
activacion de la via DDR pueden ser: 1) la muerte celular por apoptosis, 2) detencion transitoria del ciclo celular
seguida ya sea por la reparacion del DNA y la reanudacion de la proliferacion, o 3) la senescencia celular

producida por el dafio no reparado persistente en el DNA (tomado y modificado de Sulli G et al., 2012).

1.2.2 Tipos de mecanismos de Reparacion del DNA

La respuesta de las células frente al dano genético comprende una etapa inicial de
reconocimiento del sitio afectado, seguida de una respuesta apropiada: reparacion del DNA
o muerte celular. Dependiendo del nivel de dafio en el DNA y el momento del ciclo celular
en el cual ésta tiene lugar, se puede inducir una estrategia de reparacion que priorice la
supervivencia, aun a expensas de incurrir en un cambio genético. Por lo anterior la ocurrencia
de mutaciones y reordenamiento cromosomico no debe ser interpretada como una simple

respuesta pasiva frente al dafo.

La alteracion de nucleotidos es corregida mediante el mecanismo de NER, mientras que la
alteracion de bases individuales puede ser corregida mediante el mecanismo de BER. Las
roturas simples con frecuencia se asocian a la pérdida de una base en el sitio de corte y no
pueden ser reparadas solo por la accién de las ligasas, sino que ponen en marcha el
mecanismo de reparacion por BER. La distorsion de la hélice del DNA causada por la lesion
de una de las cadenas se corrige por la indemnidad de la cadena complementaria, lo que
permite que la DNA-polimerasa restituya con fidelidad la secuencia original. La reparacion
de la roturas de las dos cadenas del DNA involucra dos tipos de procesos de reparacion: la
recombinacion homologa (HR por sus siglas en ingles que significan Homologous
Recombination) y recombinacion no-homoéloga (NHEJ por sus siglas en ingles que significan
Non-homologous end joining) (Webb et al., 2005). La recombinacion homologa, es el
mecanismo principal de reparacion por el rompimiento de las dos cadenas del DNA y se
sustenta en la identidad de secuencias entre ciertas regiones del genoma (la secuencia del
DNA de la cual se toma la informacion debe de tener una identidad de mas de 200 bases
respecto del sitio dafiado). Mediante este mecanismo los extremos del DNA son parcialmente

eliminados y el nuevo fragmento del extremo de la cadena simple 3°, invade y se extiende
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por la doble hélice de la cadena homologa para poder restaurar la cadena dafiada. La

recombinacion no-homoéloga es el mecanismo de reparacion mas frecuentemente en las

células de los mamiferos y es producida por la ruptura las dos cadenas del DNA. Sin embargo,

con frecuencia al llevarse a cabo este tipo de reparacion se produce la pérdida o alteraciones

en la secuencias del DNA (Pérez et al., 2002; Vodicka et al., 2004).

Las cuatro formas basicas de reparacion del DNA comprenden la accion de un sistema

complejo de proteinas especializadas (Tabla 2), cuya actividad, a su vez esta ligada a las

funciones de duplicacion y transcripcion del DNA (Hoeijmakers, 2001). Estas proteinas son

codificadas por mas de 80 genes con un papel directo en la reparacion del DNA y mas de 30

genes con un papel indirecto.

Tabla 2. Distintos sistemas de reparacion presentes en las células eucariontes.

Sistema de Tipo de dafio que reconoce. Proceso de reparacion.
reparacion
NER Repara los dafios producidos por la | En el sistema de reparacion de NER puede llevarse a cabo por dos tipos, solo diferenciandose
distorsion en la doble hélice del DNA | en el reconocimiento del dafio. Al momento de reconocer el dafio por dos proteinas
producido principalmente por | denominadas XPA y XPC, que posteriormente estaran a cargo del reclutamiento de los demas
radiaciones y la exposicion a | elementos. Uno de los elementos que se unen al DNA son dos endonucleasas , la XPF y la
hidrocarburos. XPG las cuales cortan la hebra dafiada en los extremos 5’ y 3’ respecto al dafio. Al complejo
se le incorporan dos proteinas XPB y XPD que las cuales presentan actividad de helicasa y
eliminan el fragmento dafiado. La sustitucion de los nucledtidos correctos se produce por
medio de las DNA polimerasas 3 y €. Finalmente, el DNA es unido por una DNA Ligasa.
BER Repara los dafios producidos a un solo | El reconocimiento y corte de la base afectada del resto de la hélice se produce por una

nucledtido causados por oxidacion,

alquilacion, hidrélisis o desaminacion.

Glucosilasa. La endonucleasa APE1 produce un corte en el sitio abasico de la cadena dando
inicio a la reaccion de BER. La polimerasa poli (ADP-ribosa) (PARPy la polinucledtido
cinasa (PNK), son importante para dar inicio al sistema de BER a partir del rompimiento de
una cadena. La DNA polf lleva a cabo la union y relleno de un solo nucleétido sellado por el

complejo XRCCl1-ligasa IIL.
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MMR

Corrige los errores que se producen en
la replicacién y recombinacion, que
resultan en nucle6tidos mal apareados

después de la replicacion del DNA.

El proceso inicia con el reconocimiento de la lesiones en el DNA por medio de un complejo
proteico MutS activado al término de la replicacion. Los complejos MutL y MutS, estdn
encargados del reconocimiento de las nuevas bases y discriminan entre las correctas e
incorrectas. Esto se lleva a cabo por medio de la activacion de una exonucleasa la cual corta
y elimina el fragmento de DNA daflado mientras que nucledtidos correctos son colocados por
la DNA polimerasa §. Al final de este proceso la DNA ligasa cierra el gap producido por el

corte.

DBS

El proceso repara el corte de las dos
hebras de DNA que se producen por
diferentes agentes genotoxicos como
la radiacion ionizantes (rayos X) y las

especies reactivas del oxigeno.

Este mecanismo se puede llevar a cabo por medio de dos diferentes mecanismos:

e Mecanismo de reparacion no homologo de los extremos:
»  Une directamente los extremos que se han roto.
»  Puede producir la perdida de nucleétidos (deleciones).
e Mecanismo de reparacion de union homoélogo de los extremos:
»  Siseproduce la replicacion, una vez rota la molécula, se busca la informacion
por medio de la cromatida hermana y se recupera la informacion original.
»  Sino se produce la replicacion, el mecanismo busca el cromosoma homoélogo

con su informacion y repara la hebra hermana.

Hasta hace poco se habian caracterizado la secuencia de 115 genes de los mas de 130

involucrados en la reparacion (Loktionov et al., 2004). La gran variacion encontrada en las

regiones codificadas de estos genes condiciona la existencia de genotipos muy complejos. Se

han reportado casos de individuos que sufren alteraciones en los sistemas de reparacion y se

caracterizan por tener alteradas la capacidades de reconocimiento y reparacion de las lesiones

producidas, principalmente por agentes genotoxicos (Berwick et al., 2000). Las mutaciones

producidas por un mal funcionamiento en cualquiera de las distintas vias de reparacion son

raras en las poblaciones, no asi los polimorfismos originados de los cambios de aminoacido

en proteinas de reparacion, lo que resulta en una variacion en su funcion (Ford et al., 2000,

Norppa et al., 2004).
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1.2.3 Mecanismo de reparacion por escision de nucleotidos (NER)

El mecanismo de reparacion de NER es capaz de remover una amplia variedad de lesiones
en el DNA. Este mecanismo se activa inicamente cuando se produce una distorsion en la
doble hélice del DNA (Niedernhofer, 2008), caracteristica que hace a este mecanismo
sumamente versatil debido a que no requiere de enzimas especificas para cada lesion
(Nouspikel 2000). La via de NER es un mecanismo altamente conservado que consiste en
una serie de pasos en los que estan involucradas mas de 25 proteinas (Lans et al., 2010). La
via inicia a través de dos mecanismos de reconocimiento diferentes (reparacion global del
genoma o acoplada a la transcripcion), sin embargo la manera en que se elimina el dafio se
hace por una via comtin. Ambas vias consisten en el reconocimiento del dafio, el corte del
oligonucledtido dafiado, la polimerizacion del nuevo fragmento usando como molde a la
hebra complementaria y finaliza con la ligacién del nuevo fragmento (Aratjo y Woods,

1999).

1.2.4 Mecanismo de reparacion por recombinaciéon homologa (RH)

Para garantizar la estabilidad gendmica es necesario que se lleve a cabo una reparacion
adecuada de las lesiones producidas en la doble cadena del DNA durante la replicacion o por
consecuencia de agentes toxicos que dafian el DNA. Las células eucariontes han desarrollado
los mecanismos de recombinacion homologa (RH) y no homologa (RNH) para reparar
principalmente la rotura de la doble cadena del DNA. La RH es un proceso que involucra
una interaccion con la cromatida hermana, la cual actiia como un cebador para la reparacion
y es de mayor importancia debido a que previene los dafios por fragmentacion cromosomica,
translocacion y deleciones que pudieran llevar a un proceso carcinogénico (Winsey et al.,
2000). La RH es una via de reparacion la cual involucra la participacion de 16 o mas
componentes proteicos, entre los cuales se encuentran los productos de BRCA1, BRCA2,
XRCC2 y XRCC3 (Goode et al., 2002). Esta via al igual que las otras se inicia a través del
reconocimiento de la lesion producida en el DNA, por medio de la respuesta de dafio al DNA

lo que produce un estado de la cromatina necesaria para que se produzcan las reacciones de
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reparacion, lo que favorece el reclutamiento de las proteinas de reparacion (Hoeijmakers

2001).

1.2.5 Mecanismo de reparacion por escision de bases (BER)

Debido a que las bases del DNA son particularmente susceptibles a la oxidacion mediante
las especies reactivas de oxigeno, el organismo desarroll6 un sistema de reparacion altamente
conservado a lo largo de la evolucion. Se ha sefialado al sistema de BER como el principal
mecanismo involucrado en la remocion de lesiones inducidas por ERO, metilaciones,

desaminaciones e hidroxilaciones (Christmann et al., 2003).

El primer paso de la via de BER es la remocion de las bases dafiadas o modificadas mediante
las DNA glicosilasas. En mamiferos se han reportado al menos 11 diferentes tipos de
glicosilasas las cuales reconocen un dafio y producen que el enlace glucosidico se hidrolice,
lo que causa la liberacion de la base danada. La glicosilasas se dividen en tipo I y II; las de
tipo I remueven la base lo que resulta en un sitio abasico; mientras que las del II no solo
remueven la base, sino que también producen un corte a través de la funcion de la
endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP1) lo que forma un sitio apurinico en el sitio 3" de
la lesion, lo que deja al DNA en cadena sencilla. El resultado de estas reacciones es la
ausencia de una base con una desoxirribosa fosfato en el extremos 5’y un radical hidroxilo
(OH) en laregion 3'. Una vez que la base dafiada se remueve, y dependiendo de la extension
del sitio abasico, se inicia la sefializacion ya sea hacia la via de reparacion de tramo corto
(short-patch) o por tramo largo (long-patch) de las vias de BER. Alin no es del todo claro de
qué depende la activacion de una u otra via, estudios in vitro demostraron que posiblemente
esté relacionado con la disposicion de los componentes enzimaticos presentes al momento

que se produce el dafio (Sheila et al., 2007).

En la via de reparacion de tramo corto, la DNA Polimerasa B (DNA pol B) polimeriza los
nucleotidos faltantes y remueve el residuo de azicar que carece de base por medio de su
actividad de liasa. Finalmente, el fragmento recién polimerizado es sellado mediante el
complejo XRCCl1-ligasa 3. Por otro lado, la via de reparacion por tramo largo involucra la

participacion del DNA pol B3, pol 0, y el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
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para la sintesis del fragmento reparado. Finalmente, la endonucleasa FEN1 remueve el DNA
sobrante y la DNA ligasa 1 une los extremos reparados a la hebra del DNA (Fig. 6) (Krokan,
2000; Hoeijmakers, 2001).

Se ha reportado que la deficiencia en la via de reparacion por BER se encuentra
estrechamente relacionada a diferentes tipos de sindromes, tal como el de Cockayne. Por otro
lado, modelos experimentales de ratones mutantes en los que se induce la inactivacion de
alguna de las proteinas nucleares de BER demuestran letalidad embrionaria. Ademas los
polimorfismos encontrados en XRCC1 estan asociados con cancer de pulmoén y otros tipos

de canceres (Schneider et al., 2008).
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Figura 6. Mecanismo de reparacion del DNA por la via de escision de base. El proceso inicia cuando se
remueven la base dafiada de la hélice, al comprimir la “columna vertebral” del DNA, para acomodar la base en
la cavidad interna de la proteina DNA glicosilasa. Dentro de la proteina, la base dafada es cortada en el
esqueleto del azucar fosfatado (I). El sitio “abasico” resultante puede ocurrir espontaneamente por hidrolisis
del enlace N-glicosidico. El nucleo de la reaccion de BER se inicia por un corte en la cadena en el sitio abasico
por la endonucleasa APE1, la cual corta a la cadena por el lado 5’del sitio AP y deja un 3'OH libre (II). La
polimerasa poli(ADP-ribosa) (PARP) se une y se activa por las rupturas en la cadena de DNA, reconociendo

los sitios de dafio; mientras que la polinucledtido cinasa (PNK) se une y protege los extremos para la reparacion.
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Tanto PARP como PNK son importantes cundo BER se inicia por el rompimiento de una cadena de DNA (III).
En mamiferos, el llamado “tramo corto” de reparacion, es el modo dominante para el resto de la reaccion. El
DNA-Polp, la cual presenta una actividad AP liasa, elimina el azucar-fosfato abasico. Al termino la DNA- Polf3
lleva a cabo el pegado y relleno de un nucleotido (actividad polimerasa) (IV) y remueve el azicar sin base a
través de su actividad exonucleasas (V); esto se sigue entonces por el sello del hueco restante por el complejo
XRCCl-ligasa IIT (VI). El “tramo largo” de reparacion involucra la participacion de DNA-Pold y DNA-Pole/;
y del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) para la reparacion (de 2 a 10 bases), asi como la
endonucleasa FEN1 para remover el pedazo de DNA que se desplaza, y la DNA ligasa I para sellar la cadena
(VII-IX). La proteina XRCCl1 interacciona con la mayoria de los componentes centrales de BER y, por lo tanto,

puede ser un instrumento en el recambio de proteina (tomado de Hoeijmakers, 2001).

1.3 El gen y proteina XRCC1.

Los genes XRCC (por sus singlas en inglés de X-ray repair cross-complementing) han sido
identificados por su papel en la proteccion ante los dafos causados principalmente por
radiacion ionizantes, por lo que han sido sefialados como un componente esencial en la
estabilidad genética (Thacker et al., 2004). Uno de los primeros genes identificados en esta
familia es el gen de XRCC1, que sintetiza para una proteina del mismo nombre, la cual tiene
la capacidad de restaurar la funcion reparadora dentro de una linea celular de ovario de

hamster mutante (Stern et al., 2001).

La funcion de la proteina XRCCI1 se considera de mayor importancia para mantener la
estabilidad genética, debido a que lineas celulares deficientes o que se encuentran mutadas
presentan hipersensibilidad a la radiacion ionizante asi como a los agentes alquilantes. Esto
conlleva a la formacion y acumulacion de lesiones producidas por la rotura de la cadena
sencilla del DNA, a un incremento en los niveles de aberraciones cromosdmicas espontaneas
y deleciones, inducidas principalmente por mutaciones espontaneas (Shen et al., 1998;
Thacker et al., 2003). Estudios realizados in vivo en ratones mutantes para XRCCI
presentaron un fenotipo de letalidad embrionaria, lo que demuestra la importancia de esta

molécula durante el desarrollo embrionario (Ladiges, 2006).

Este gen se clon6 y mapeo en el cromosoma 19 del ser humano (19q13.2-13.3), presenta 17

exones y 32252pb, y su proteina pesa 85 kDa. Aunque la funcion de la proteina XRCC1 en
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la reparacion del dafio en el DNA no esta del todo claro, se ha identificado que ésta participa
en la reparacion producida por la radiacion ionizante o por la accidon de especies reactivas de

oxigeno derivadas de manera endégena y por agentes alquilantes (Caldecott et al., 2003).

Actualmente no se le atribuye ninguna actividad enzimética a XRCCl1, sin embargo su
caracteristica mas notable es la capacidad para interactuar y formar complejos con otras
proteinas involucradas en la reparacion, tales como AP1, Pol B, PARP1 y con la ligasa III.
Ademas, actlia como una proteina orquestadora de las enzimas que participan en cada una de

las etapas del mecanismo de reparacion (Loizou et al., 2004; Hang et al., 2007).

Se han identificado al menos tres dominios dentro de la proteina en donde se llevan a cabo
las interacciones con las otras proteinas para formar los complejos proteicos. El dominio N-
terminal (NTD) es el sitio de union de la DNA Polimerasa 3 (Pol ) lo que le permite
interactuar con la secuencia de DNA dafiado (Dianova et al., 2004), aunque también se ha
propuesto que la interaccion XRCClcon la DNA Pol 3 pudiera definir otro papel de XRCCl1
en BER. Estudios realizados in vitro muestran que la presencia de XRCCI1 limita el nimero
de nucledtidos para remplazar a través de la actividad de la DNA Pol B, lo que sugiere una
actividad distinta a la de estabilizacion de la ligasa (Prasad et al., 2001). XRCC1 también
presenta dos dominios BRCT, los cuales tienen motivos conservados identificados por
primera vez en BRCAI (est4 proteina que participa en la deteccion y reparacion del DNA),
que funcionan como mediadores de las interacciones entre las proteinas (Beernink et al.,
2005). La proteina PARP forma uniones con el dominio BRCT1 a través de sus dedos de
zinc (Duell et al., 2001). Una de las interacciones mas importantes se produce en la region
BRCT?2, en esta region se origina la union de la enzima ligasa 111, la cual forma el complejo
proteico encargado de unir las nuevas bases o fragmentos del DNA. Se ha sugerido que el
area de union entre NTD y BRCT1 puede ser una zona de unidn para otras proteinas tales

como Apex y OGG1 (Fig. 7) (Marsin et al., 2003) y PCNA (Fan et al., 2004).
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Figura 7. Dominios y sitios de union e interaccion de la proteina XRCC1 (tomado de Ladiges, 2006)

XRCCI interactia de manera fisica y funcional con OGG1, la cual es la glucosilasa humana
que da inicio la reparacion de BER cuando se presenta el dafio por la formacion de aductos
de 8-oxo0-Guanina (80x0G). Esta base modificada es altamente mutagénica y se ha descrito
a BER como el principal mecanismo predominante, encargado de remover este tipo de

lesiones (Barnes et al., 2004).

Aunque no se le ha atribuido ninguna actividad enzimatica a XRCCl1, ésta posee dominios
ricos en treonina en donde se producen interacciones con otras proteinas, en especial con la
serina/treonina proteina kinasa CHK2 (Chk2) como ya se mencion6 antes, Chk2 es una
proteina involucrada en la respuesta y reparacion ante el dafio al DNA. Se ha reportado que
en lineas celulares privadas de esta interaccion presentan una reduccion en sus niveles de
reparacion y una alta sensibilidad ante los dafios por alquilacion (Chou et al., 2008). Estos
dominios también han sido identificados como sitios de fosforilacion de XRCC1 por la
proteina quinasa Chk2. Se considera a esta fosforilacion de gran importancia para la
proteccion ante la degradacion de XRCC1 por el sistema de ubiquitina-proteosomal, ademas

de que le confiere estabilidad en el nucleo (Parsons et al., 2010).

Aunque no se han encontrado mutaciones de este gen en tumores humanos, XRCC1 es
altamente polimorfico, se han descrito mas de 60 polimorfismos de un tnico nucleétido, de
los cuales aproximadamente 30 se localizan en exones o regiones promotoras (Lamerdin et
al., 1995). Un solo polimorfismo dentro de los nucledtidos de este gen ocasiona

susceptibilidad a céncer. Estas alteraciones no conservativas influyen en la capacidad de
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reparacion del DNA al alterar la interaccidon proteina-proteina entre la proteina XRCCl1 y las

otras proteinas involucradas en el sistema de reparacion de BER (Sak et al., 2007).
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2. Justificacion.

La contaminacién ambiental es uno de los principales problemas que aquejan a la ciudad de
México y representa un factor de riesgo para la salud de la poblacion. Dentro de la
contaminacion ambiental se encuentra el material particulado presente en el aire (PM), y los
antecedentes han demostrado que estas particulas por su composicién y capacidad de
penetracion a las vias respiratorias tienen un mayor efecto dafiino en la salud humana. Las
células de pulmoén son, principalmente, las que presentan mas alteraciones en su DNA y sus
procesos celulares, producido por los componentes de estas particulas, ya que se exponen
directamente a perdidos mas prolongados. La importancia de identificar los tipos de procesos
celulares que se ven afectados por la exposicion al material particulado es de gran
importancia, ya que nos permitird entender como este material y sus componentes pueden

contribuir de manera directa al proceso carcinogénico en tejido pulmonar.

En la ciudad de México la composicion y por ende la toxicidad del material particulado
depende de las zonas de coleccion. Esto se da ya que hay zonas con altos niveles de actividad
industrial (zona norte), altos niveles de flujo vehicular (zona centro) y zonas mayormente
residenciales (zona sur). Aunque se ha identificado que el material presente en las zonas norte
y centro producen un mayor dafio genotdxicos en las células, se ha observado que las PMio
de la zona sur han adquirido un mayor potencial genotoxico a través de los afios, debido al
incremento de obras de construccion y del flujo vehicular (Rosas-Pérez et al., 2007). Es por
ello que es importante verificar si, ademds de incrementar su capacidad genotoxica, estas PM
también provocan la desregulacion de la via de sefializacion del sistema de reparacion por
escision de bases (BER) en una linea celular de carcinoma de pulmén humano A549. Se
eligid trabajar con esta linea celular debido a que no se encuentran alterados sus mecanismos
de reparacion del ADN; ademas de que se encuentran expresando de manera normal a la

proteina XRCCI1.

Estudios previos han registrado que el material particulado es capaz de producir dafio al DNA
y al mismo tiempo alterar los mecanismo de reparacion de éste. En el laboratorio hemos

encontrado que las enzimas hOGG1, hMTHI y hMLH1 involucradas en la reparacion del
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DNA, presentan una disminucion en su RNA mensajero al ser expuestas a PM o de las zonas
norte y centro de la Ciudad de México, efecto atribuido al estrés oxidante producido por los

metales pesados que forman parte del material particulado.

Consideramos que posiblemente la proteina XRCC1 también pueda encontrarse afectada por
las PMo, por lo que la realizacion de este estudio es importante debido a que esta proteina
es una de las primeras en coordinar la reparaciéon del DNA producido principalmente por la
oxidacién de bases, sitios AP y cortes en cadena sencilla y doble del DNA. Su estudio podra
contribuir a un mejor conocimiento del estado de alteracion de las vias de reparacion del

DNA inducido por la exposicidon a material particulado del aire de zonas urbanas.
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3. Hipotesis.

Al exponer células epiteliales de pulmon humano (A549) a una dosis subletal de PM o de
una zona residencial de la ciudad de México, se alteraran los niveles de expresion del gen y

de la proteina XRCCI1.

4. Objetivos.

4.1 General.

Evaluar los cambios en la expresion y la localizacion subcelular de XRCC1 inducidos por la
exposicion a particulas contaminantes del aire con un didmetro aerodindmico < 10 um (PM;o)
de una zona residencial de la ciudad de México en una linea celular de carcinoma de pulmén

humano A549.

4.2 Particulares.

» Determinar los niveles de RNA mensajero de XRCC1 por medio de la técnica RT-
PCR.

» Medir la expresion de la proteina XRCC1, utilizando la técnica de Western blot y por
citometria de flujo.

» Evaluar el dafio al DNA (usando como marcador a la histona yH2A.X) por citometria
de flujo.

» Determinar la localizacion celular de la proteina XRCC1 por la técnica de

inmunofluorescencia.
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5. Material y Métodos.

5.1 Obtencion de PMio

Las PMo se colectaron de una zona residencial al sur de la ciudad de México, cuyo factor
mas importante es el transito vehicular. Para realizar la colecta de las PMio se us6 un
muestreador de grandes volumenes (Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA). Las PMjo se
colectaron en filtros de nitrocelulosa con un 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 hasta el momento de recuperar las particulas. Las particulas colectadas se rasparon de los
filtros cuidadosamente con una hoja quirurgica (no. 11) en viales de vidrio libres de
endotoxinas. Las particulas se mantuvieron en obscuridad y secas a 4°C hasta su uso (Alfaro-
Moreno et al., 2009). Antes de utilizar las PMy se esterilizaron en una autoclave a 121 °C de

temperatura en seco durante 15 minutos.

5.2 Cultivo celular

Para la elaboracion de este trabajo se utilizo la linea celular de epitelio alveolar humano A549
obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células se cultivaron en
botellas de 75 cm? (Corning 4306641) con medio de cultivo F-12K suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (Gibco 16000-044), dejandolas crecer en una incubadora con una
atmosfera de CO; al 5 % y una temperatura de 37 °C (Nuaire CF autoflow) hasta que llegaran

a confluencia.

5.3 Exposicion de las células a PMio

Después de que las células alcanzaron un 70 % de confluencia, el medio de cultivo fue
removido y se remplazd por medio de cultivo mas una dosis subletal de PMio (10 pg/cm?) de

una zona residencial (ZR) del valle de la Ciudad de México dejandose exponer durante 24
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horas en todos los experimentos. La exposicion al material particulado se realiz6 en medio
libre de suero, debido a que este contiene compuestos capaces de actuar como quelantes de

metales, lo que podria inhibir la generacion y el efecto de las ERO (Okeson et al., 2004).

5.4 Extraccion de RNA y RT-PCR.

La extraccion de RNA se realizd a partir de una placa de cultivo de 6 pozos de células
expuestas a PMo, como previamente se menciono. Se retir6 el medio de cultivo por vacio y
se agreg6 1 mL de Trizol (Gibco BRL, Invitrogen) para lisar las células de manera directa en
la caja de cultivo. El lisado se resuspendi6 varias veces con una micropipeta y se depositod en
un tubo de microcentrifuga, incubandose por 5 minutos. Para realizar la separacion de la fase
acuosa (con el RNA) de la fase orgénica (con las proteinas desnaturalizadas) y el DNA en la
interfase, en cada tubo se agregaron 200 puL de cloroformo por cada ml de Trizol y se agitd
fuertemente (sin vortex), dejandolo reposar a temperatura ambiente durante 3 minutos.
Pasado el tiempo, se centrifugd a 13,700 g a 4 °C por 15 minutos y se recuper6 solamente la

fase acuosa.

El RNA obtenido en la fase acuosa se precipitd con 500 pL de isopropanol a 4 °C y se dejo
reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Al término, se centrifugd a 13,700 g por 15 min.
El sobrenadante fue eliminado y el RNA se lavo con 1 ml de etanol al 75 % a 4 °C
mezclandose perfectamente con el vortex y se centrifugd ahora a 5,000 g por 7 minutos. La
pastilla se seco con vacio dejandola reposar de 10 a 15 minutos y finalmente se resuspendid

en 40 pL de agua tratada con dietil -pirocarbonato (DEPC).

Las muestras de RNA se cuantificaron en un nanodrop (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).
Para corroborar la integridad del RNA, se tom6 una muestra de 1 pg de RNA total y se
sometio a una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, en amortiguador TBE (tris-HCI 0.89

M, écido boérico 0.89 M y EDTA 25 mM) tefiido con bromuro de etidio.

Las muestras de RNA fueron utilizadas para realizar la sintesis de DNA complementario
(cDNA) utilizando kit SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq (Invitrogen),

con los oligos especificos para XRCC1:
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Gen Secuencia del oligonucledtido Tm (°C) | Tamafo (PB)

del fragmento

Cadena sentido (SE):

XRCC1| 5 -GTATGCAGGCTCCACGGATGAGAA-3 60 359

Cadena anti-sentido (AS):

5 -AGGCTTGCGGCACCACCCCATAGAGC-3

La reaccion se realizd en un volumen final de 25 pL, para ello se agregaron 12.5 uL de la
mezcla de reaccion, 0.5 uL del iniciador sentido 10 uM, 0.5uL del iniciador anti-sentido 10

uM, 25 ng de RNA y 0.5 pL de RT/Taq. El cDNA se sintetizd bajo los siguientes ciclos:

e Un primer ciclo con una etapa de 55 °C y una segunda de 30 min a 94 °C por 1 minuto
para la sintesis del cDNA y una pre-desnaturalizacion.
e 35 ciclos con una etapa de 94 °C por 45 seg, otra etapa de 60 °C (Tm de XRCC1) por
1 min y una tercera etapa de 72 °C por 2 min para la amplificacion del PCR.
e Un ciclo con una tnica etapa de 10 minutos a 72 °C para la extension final.
El cDNA obtenido del RT-PCR se corri6 en un gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro
de etidio (10 mg/ml) (SIGMA) en amortiguador TBS a 100 volts durante 1:30 hora.

5.5 Inmunodeteccion de XRCCI1 por ensayo de Western blot.

Para medir los niveles de expresion de la proteina se llevo a cabo un ensayo de Western blot.
Las células fueron primero cultivadas en placas de 6 pozos, agregando por cada pozo un total
de 5.75x10° células y se dejaron crecer en medio F12-K y SFB. Una vez que las células
llegaron a confluencia del 70 %, se removid el medio y se remplaz6 por medio F12-K libre
de SFB con las PM resuspendidas (10 pg/cm?) y se dejaron incubar por 24 horas (5 % de
CO? y a 37 °C). Una vez terminado el tiempo de exposicion se realizo un lisado total de las
células por medio del buffer de lisis (20 mM Tris, 1 % NP-40 y 150 mM NaCl, pH8.0 y un

cocktel de inhibidores de proteasas), las células se centrifugaron 5 minutos a 16,000 g. y el
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sobrenadante fue recuperado y almacenado a -20 °C hasta el momento de su uso. La
cuantificacion de proteinas se realizd por el método de Acido Bicinconinico, y se uséd

albumina sérica bovina (BSA) como patron de proteina de concentracion conocida.

La electroforesis fue realizada en un gel de poliacrilamida-SDS al 12 % y se cargaron 25 pg
de proteina por cada carril y se separaron por 1:30 hora a 160 volts. Posteriormente las
proteinas se transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa (Amersham RPN30D) por
medio de una camara de transferencia semiseca (Bio-Rad Trans-Blot SD) con amortiguador
de transferencia (Tris 2 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20 %, pH 8.3), durante 90 minutos a
12 volts. La membrana se tifio con rojo de Ponceau (Sigma p-7170) para verificar la
transferencia y similitud de carga entre los diferentes carriles. La membrana fue bloqueada 1
h con agitacion en leche descremada al 5% (Nestle Svelty) y BSA al 5 % en TBS-Tween al
0.05 %, para evitar la union inespecifica del anticuerpo a proteinas. La membrana se incub6
con el anticuerpo primario contra XRCC1 (monoclonal anti-ratén, ab 1838-205, marca
ABCAM) a una dilucion 1:500 en amortiguador de bloqueo y se mantuvo en refrigeracion a
4 °C con agitacion suave una noche. Transcurrido el tiempo, la membrana se lavo cuatro
veces con PBS-Tritron X-100 al 0.3 % y ahora se incub6 con el anticuerpo secundario (anti-
raton) acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) a una dilucion 1:2000 en el amortiguador de
bloqueo. El revelado de la inmunoreaccion se hizo mediante quimioluminiscencia utilizando
el kit Immobilon Western (MILLIPORE, Num.Cat. WBKL S0100) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Como control interno de carga se empleo actina, para lo que se utilizo el anticuerpo primario
contra actina (anticuerpo monoclonal, donado por el Dr. Manuel Hernandez, Cinvestav-IPN),
a una dilucién 1:1000 y una dilucion 1:3000 para el anticuerpo secundario (Anti-ratdn)
acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP). Las condiciones de incubacién y de revelado fueron

las mismas descritas anteriormente.
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5.6 Dafio a DNA evaluado por citometria de flujo.

Para la evaluacion de apoptosis, dano al DNA y proliferacion celular se utilizo el siguiente
kit (Apoptosis, DNA Damage and Cell Proliferation Kit de BD Biosciences, Num.Cat.
562253) y se siguieron las especificaciones del distribuidor para ser evaluado por citometria
de flujo. Primero las células A549 se sembraron en placas de seis pozos (5.5x10° células) y
se dejaron crecer por 24 h a una confluencia del 70 %. Las células se expusieron a una
concentracion de 10 pg/cm? de PMo durante 24 horas; terminado el tiempo de exposicion se
les agregd6 10 uL de bromodesoxiuridina (BrdU o 5-bromo-2-desoxiuridina) a una
concentracion de 10 uM y se dejaron incubar durantel hora a 37 °C lo que permitio la correcta
incorporacion del BrdU al DNA de las células. Terminado el tiempo, se recuperaron las
células que se encontraban en suspension asi como también las células que se encontraban
adheridas a la caja y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos. El sobrenadante fue
desechado y las células se fijaron durante 30 minutos con la solucion  BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization. Inmediatamente después, las células se
permeabilizaron durante 10 minutos y se fijaron nuevamente. Las células fueron incubadas
con la DNasa durante 1 hora a 37 °C. Pasado el tiempo las células se incubaron con los

siguientes anticuerpos:

Anticuerpo Volumen de

anticuerpo utilizado*

PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-BrdU Sul
Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-yH2A.X 3ul
PE Mouse Anti-Cleaved PARP (Asp214) Sul
XRCC1 Sul

* De acuerdo con las instrucciones del manufacturador.
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Los anticuerpos se incubaron durante 30 minutos en condiciones de oscuridad. Transcurrido
el tiempo las células fueron incubadas con el anticuerpo secundario fluorocromo de
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a una diluciéon 1:1500, durante 30 minutos; esto se
realizd para marcar a la proteina XRCC1 (monoclonal anti-raton, ab 1838-205, marca
ABCAM). Pasado el tiempo de incubacion, las células se lavaron y resuspendieron en 1 mL
de amortiguador de tincion. La lectura se realizd con el citometro de flujo (BD
FACSCanto™ II) con un estandar de 10,000 eventos por cada muestra con el programa

FACSDiva Version 6.1.3. para Windows.

5.7 Formacion de focos de dano-reparacion del DNA por inmunofluorescencia (doble

tincion).

Con la finalidad de observar la localizacion celular de XRCC1 y su capacidad para formar
focos de dafio-reparacion del DNA se utilizd la técnica de doble tincién para detectar por
inmunofluorescencia, usando a YH2A.X como marcador de estos focos. Para ello las células
A549 se sembraron en camaras de 8 pozos (2.5x10* de células por pozo de 0.7 cm?)
dejandolas crecer durante 24 horas. Una vez que las células llegaron a confluencia del 70-
80% se procedi6 a retirar el medio de cultivo y se remplazé por medio de cultivo F-12K libre
de SFB y se le agregd 10 pug/cm? de PM y se incubaron durante 24 horas. Terminado el
tiempo de exposicion, el medio con PMio fue retirado y las células se lavaron una vez con
PBS estéril y posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1 hora a 37 °C.
Una vez fijadas, las células se lavaron una vez con TBS y se permeabilizaron con metanol
frio durante 10 minutos a -20°C. Pasado el tiempo las células fueron lavadas tres veces con
TBS durante 5 minutos y luego tratadas con borohidruro de sodio (NaBH4) durante 5 minutos
a temperatura ambiente, esto para disminuir la auto-flourescencia de las células. Después las
células fueron nuevamente lavadas tres veces con TBS durante 5 minutos e inmediatamente
se bloquearon con suero de caballo al 10 % y albumina al 1 % durante 2 horas con agitacion
constante a temperatura ambiente. Terminado el bloqueo las células se lavaron dos veces con
TBS y se incubaron con el anticuerpo primario contra H2A.X fosforilada (S139) (Policlonal
anti-conejo, Num. cat. 07-164, marca Millipore) a una dilucion 1:250 en BSA al 1%,

incubandose toda la noche a 4 °C y en agitacion; terminado el tiempo de la incubacion las
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células se lavaron tres veces por 5 minutos con TBS-Triton X-100 al 0.1 % (TBS-TX) en
agitacion. Posteriormente las células se incubaron con el anticuerpo secundario, el cual tiene
acoplado el fluorocromo tetrametil rodamina (TRITC) (Policlonal anti-conejo, Num. cat.
111-295-144, marca Jackson immunoresearch), a una dilucion 1:400 durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion y en condiciones de poca luz. Posteriormente las células
fueron lavadas nuevamente tres veces por 5 minutos con TBS-Triton X-100 y se incubaron
con el anticuerpo primario contra XRCC1 (monoclonal anti-raton, ab 1838-205, marca
ABCAM) a una dilucion de 1:250 en BSA 1 %, incubandose toda la noche a 4 °C, en
agitacion y protegido de la luz (segundo marcaje). Terminado el tiempo de incubacion las
células se lavaron tres veces por 5 minutos con TBS-TX e incubadas con el anticuerpo
secundario, el cual tiene acoplado un fluorocromo de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Policlonal anti-raton, num cat. 115-096-146, marca Jackson immunoresearch), a una
dilucion 1:2000 durante 1 horas a temperatura ambiente en agitacion y en condiciones de
poca luz. Una vez terminado el tiempo de incubacion, las células se volvieron a lavar con
TBS y fijaron con el medio de montaje (ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI) con
DAPL

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia vertical Axio Imager.D2
(Axion_cam MRm Carl Zeiss) con el objetivo 100x y las imagenes se obtuvieron por medio
del programa de computadora ZEN lite para Windows version de 64-bits. El anélisis
densitométrico de las fotografias se realizo con el programa de computadora de analisis de

imagen ImageJ v 1.48b.

5.8 Analisis estadistico.

Los datos se expresan como promedio # la desviacion estdndar de tres experimentos
independientes y el andlisis estadistico se obtuvo con una prueba de “t de Student”. Se
considero un valor de p< 0.05 como significativo. Los analisis estadisticos y graficos de los

datos se realizaron con el programa Prisma 5 para Windows Version 5.
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6. Resultados

6.1 Evaluacion de los niveles de la expresion génica de XRCC1 en células expuestas a

material particulado

Se realizé un ensayo de RT-PCR con el fin de observar si se presentaban cambios en los
niveles de RNA mensajero del gen XRCC1 en células expuestas a una dosis subletal de PMio
de una zona residencial. Lo resultados mostraron que tanto células sin exponer como células
tratadas con PMjo expresan al gen de XRCC1. Por otro lado, la expresiéon aumentd
significativamente en un 17 % mas en aquellas células tratadas con particulas en comparacion
de las células sin exponer (p<0.05) (Fig. 8). Estos resultados demuestran que las PMjo
indujeron dafio a DNA y que las células reconocen este dafio, lo que sugiere la activacion de

la via DDR vy la via de reparacion de BER.
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Figura 8.- Expresion génica de XRCC1 de células A549 expuestas a 10 ug/cm? de PMio de una zona

residencial. Se observo un incremento del 17 % en los niveles de expresion génica de XRCCL1 en las células

expuestas al material particulado durante 24 horas, respecto al control de células sin exponer. Resultados

representativos de 4 experimentos independientes (¥*p<0.001).

6.2 Analisis de la expresion de la proteina XRCC1 en células expuestas a PMio

Para observar si los niveles en la cantidad de XRCC1 coincidian con los niveles de expresion

del gen XRCC1 se utilizo la técnica de Western blot. Contrario a lo observado en la expresion

del gen, la cantidad de proteina XRCC1disminuy6 22 % respecto a las células que no fueron

expuestas a las PMjo (Fig. 9).
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Figura 9.- Niveles de expresion de XRCC1 en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMio de una zona

residencial. Niveles de expresion de la proteina XRCC1 evaluada por la técnica de Western blot. Se demuestra

una disminucion del 22 % a nivel de expresion proteica de XRCClen las células tratadas con PM o de una zona
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residencial respecto a las células sin exponer. Se realizé un andlisis densitométrico y el resultado obtenido es el

promedio de 4 experimentos independientes (***p<0.0005).

6.3 Niveles de proliferacion, dafio y muerte en células expuestas a PMio

Debido a que se observaron cambios en el mRNA, asi como de la proteina de XRCCl, se
determin6 si las PMjo inducen alteraciones en la proliferacion y muerte celular. Para
determinar los niveles de proliferacion y muerte celular por citometria de flujo, se utilizaron
los marcadores BrdU y PARP, respectivamente. Se utilizéo a yYH2A.X como un marcador para

evaluar los niveles de dafio al DNA producido por las PM g en las células (Fig. 10).
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Figura 10.- Evaluacion de apoptosis, proliferacion y dafio en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMio
de una zona residencial. DotPlot del analisis densitométrico de los niveles de apoptosis (PARP), proliferacion

celular (BrdU), dafio al DNA (YH2A.X) y expresion de XRCCl.
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Unidades arbitrarias de

Los resultados obtenidos mostraron que las PMio de una zona residencial produjeron un
incremento del doble en los niveles de YH2A.X, indicandonos que las PMo ocasionan dafio
a la doble cadenas del DNA. Sin embargo no producen cambios significativos en los niveles
de proliferacion y muerte celular (Figura 11a). Al igual que en los resultados obtenidos por
Western blot, los niveles de XRCC1 disminuyeron en las células expuestas a PMio (Figura
11b), por lo que se puede asegurar que los componentes del material particulado no solo
causan dafo a nivel de DNA, sino que también provocan una desregulacion en los niveles de
expresion de esta proteina involucrada en la reparacion de bases del DNA. Al no presentarse
muerte y las células al seguir en un estado proliferativo, los errores producidos por la
desregulacion de esta proteina sera transmitidas a las siguientes generaciones de células, lo

que ocasionara la acumulacion de errores y el desarrollo de un proceso carcinogénico.
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Figura 11.- Evaluacion de apoptosis, proliferacion y dafio en células A549 expuestas a 10 pg/cm? de PMio
de una zona residencial. (a) Los resultados obtenidos por citometria de flujo arrojan que la exposicion a una
dosis subletal de PMjo (10 pg/cm?) produce un incremento en los niveles de DNA dafiado debido al aumento
de yH2A.X (dos veces mas la expresion respecto al control), lo que indica que las PMo provocan la rotura de
la cadena del DNA. Por otro lado no se registraron cambios significativos en los niveles de proliferacion (BrdU)
y muerte celular (PARP). Resultado representativo de 4 experimentos independientes. *p<0.005 Control vs
PMipen la expresion de YH2A.X. (b) Por citometria de flujo detectamos una disminucion del 24 % en los niveles
de expresion de XRCCl1, lo que corrobord lo observado en el Western blot. Resultados representativos de 3

experimentos independientes (**p<0.001).
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6.4 Localizacion celular de XRCC1 y formacion de focos de dano al DNA en células
tratadas con PM g

Debido a que la expresion de XRCC1 se ve disminuida, quisimos ver la localizacion de la
proteina. Para ello se realizaron inmunofluorescencias contra XRCC1 para determinar la
localizacion de esta proteina en las células tratadas con PMi, al mismo tiempo se realizé una
doble tincion marcando a la proteina histona de reparacion YH2A.X con un fluorocromos
diferente, lo que sirvi6 como marcador de los sitios de DNA dafiado (Fig. 12a). Los
resultados demostraron una mayor abundancia de la proteina XRCCI1 (36%) y YH2A.X
(32%) en el nucleo de las células, las cuales se encuentran formando focos de dafio (respuesta
ante el dafio al DNA). Las células sin exponer presentan niveles basales de YH2A.X, por otro
lado, las células expuestas a las PMo presentaron un incremento en la formacion de sitios de
daiio al DNA, por lo que es posible observar un mayor numero de focos de dafio en las células

tratadas en comparacion con las no tratadas.
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Figura 12.- Localizacién celular de XRCC1 y formacién de focos de daiio en células A549 expuestas a
10pg/cm? de PM 1o de una zona residencial. (a) La proteina YH2A. X se marc6 con Isotiocinato de fluoresceina
(FITC), mientras que la proteina XRCC1, se marc6 con tetrametil rodamina (TRITC) y los ntcleos, con DAPIL.
(b) El analisis cuantitativo de la expresion de las proteinas se realizé mediante densitometria y se expresé como
unidades arbitrarias de fluorescencia. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia de fluorescencia tomadas
en un microscopio para epifluorescencia, con una amplificacion de 1000. Las imagenes representan tres
experimentos independientes. ***p<0.0005 Control vs XRCCI1; **p<0.001 Control vs yH2A.X; **p<0.001

Control vs Merge.
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7. Discusion

El crecimiento demografico y poblacional de la Ciudad de México ha favorecido el
establecimiento de industrias y el incremento de trafico vehicular, lo que ha ocasionado un
deterioro en la calidad del aire. En los ultimos afos, estudios epidemioldgicos han
confirmado la asociacién entre el incremento del material particulado, un contaminante
atmosférico, y el aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares,
respiratorias y cancer de pulmén (Pope et al., 2006). Aunque no se conocen con exactitud los
mecanismos que conllevan a esta asociacion, se ha identificado que los componentes de las
PMio y PM; s tales como los metales, las endotoxinas y los HAPs juegan un papel primordial
en el desarrollo de diversas patologias a nivel pulmonar, debido a que han sido relacionadas
con procesos inflamatorios, lo que puede desencadenar enfermedades como el asma y la
bronquitis cronica (Nel, 2005). Se ha identificado que algunos componentes de las PMio son
capaces de generar cambios en la estructura del DNA, principalmente por la oxidacion de las
bases y la generacion de sitios abasicos. También se les ha atribuido la capacidad de producir
aductos en el DNA y la generacidon de mutaciones puntuales en la cadena doble o sencilla del
DNA, lo que resulta en inestabilidad genética y cromosémica (Traversi et al., 2015). Este
efecto provoca una desregulacion en los procesos normales de la célula y favorece de manera
importante a la carcinogénesis, principalmente a nivel pulmonar. Las PMo también tienen la
capacidad de producir alteraciones en los sistemas de reparacién del DNA por la via de NER
(Mehta et al, 2008) y de BER (Morales-Bércenas, datos no publicados). Como se menciond,
el objetivo del proyecto fue registrar posibles alteraciones en XRCCl1, una proteina que
pertenece al sistema de reparacion de BER, producido por las PMio de una zona residencial
de la Ciudad de México. Debido a que XRCC1 es una de las primeras proteinas en activarse
en el sistema de reparacion por BER; asi como por su funcidon de proteina de anclaje y la
formacion de complejos con otras proteinas, la hacen una proteina primordial en la via de
reparacion ante los dafios por pérdida o alteracion de una base nitrogenada o por la ruptura
de una de las cadenas del DNA (lesiones mas frecuentes en el DNA producidos por la
oxidacién de las bases y la radiacion ionizante). Aunque no se han identificado mutaciones

para XRCC1 se ha observado que la alteraciéon en su funcién originan inestabilidad

52



genomica, un fenotipo de letalidad embrionaria, y la produccién de polimorfismos se han
correlacionado con la susceptibilidad al desarrollo de cancer y presentar ciertos tipos de

sindromes, como el sindrome de Cockayne (Thacker et al., 2003).

Los resultados de Morales Barcenas en nuestro laboratorio (datos sin publicar), muestran
que la exposicion a una dosis sub-letal (utilizada en este trabajo) de PMio de una zona urbana
comercial y una zona industrial, producen una la disminucidn significativa en los niveles de
RNAm de las enzimas de reparacion hOGG1, hMTH1 y hMLH1 involucradas en el sistema
de reparacion de BER y MMR, respectivamente. Estos datos sugieren que las PMio reducen
la capacidad de reparacion del DNA, en sinergia con los agentes exdgenos y los metabolitos
endogenos, eventos que pueden potenciar la carcinogénesis. Para profundizar en el
conocimiento sobre si las PMio pudieran alterar los mecanismo de reparacion al dafio al
DNA, se propuso este proyecto, en el cual se selecciond evaluar el estado de expresion y
localizacion subcelular de la proteina XRCC1, no solo por ser una de las primeras proteinas
en participar en la via de reparacion por BER, sino porque también es una proteina
involucrada en la reparacion en la rotura de la doble cadenas del DNA, lesiones producidas
por los componentes de las PM1o. Ademas este trabajo tenia como objetivo el relacionar los
cambios observados en los niveles de dafio al DNA, proliferacion y muerte celular en células
expuestas a una dosis sub-letal de PMo provenientes de una zona urbano residencial (zona

sur) de la Ciudad de México.

Como primer abordaje se midieron los niveles de RNA mensajero del gen XRCC1 en células
expuestas a PMo. Los resultados obtenidos demuestran que los niveles del RNAm de XRCC1
se incrementaron en un 17 % respecto a las células sin tratar, lo que indica que las células
reconocen de manera adecuada el dafio producido por los componentes de las PMio. El
incremento de los niveles del mensajero del gen XRCC1 se presenta cuando las células se
encuentran bajo ataques de agentes endogenos y exdgenos (Yanagisawaa et al., 1998; Fang-
Kircher et al., 1999), como los radicales libres producidos por las ERO derivadas de la
exposicion prolongada hacia los compuestos tanto organicos como inorganicos contenidos
en las PM. Sin embargo, contrario a nuestros resultados, otros trabajos han mostrado que los
niveles de expresion del gen XRCC1 no se ven alterados cuando las células son expuestas a

nano-particulas, tales como las nano-particulas de plata, capaces de regular de manera
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positiva la expresion de genes involucrados en la via DDR (ATM, ATR y XPA), asi como
producir una desregulaciones de genes involucrados en la via de reparacion de BER (Mbd4,
Apexl, OGG1 y Mutyh) como también en la via de reparacion MMR (Mutyh, Abll, Pmsl y
MSH2) (AshaRani et al., 2012). Sin embargo, nosotros consideramos que la mezcla compleja
puede sinergizar el efecto de los diferentes componentes de las PM y de esta manera
incrementar el mensajero de XRCC1. Se ha registrado también que la exposicion a PMz s,
produce una pequefia, pero no significativa, modulacion en los niveles de expresion del gen
XRCC1. Por otro lado, se ha reportado que la exposicion a esta fraccion de material
particulado provoca una reparacion deficiente por parte de la proteina XRCC1, lo que resulta

en una respuesta inflamatoria y en el arresto del ciclo celular (Traversi et al., 2015).

Se ha reportado que la proteina E2F1, la cual es crucial en el control del ciclo celular y en la
funcioén de las proteinas supresoras de tumores, es capaz de promover la reparacion del DNA
por medio de la activacion de los sistemas de reparacion de BER vy el sistema de reparacion
de un solo nucledtido (Chen et al., 2008). Este efecto es producido debido a que E2F1 se ha
identificado como una proteina inducible por dafio y un regulador en la expresion de
diferentes genes, entre los cuales se encuentran los implicados en la sintesis de proteinas que
participan en la reparacion del DNA, como XRCC1. Resultados han demostraron que E2F1
incrementa los niveles de expresion de XRCC1 a través de la via de respuesta ante el dafio
del DNA; ademas de que esta regulacion promueve también la progresion del ciclo celular y
subsecuentemente la proliferacion (Chen et al., 2008). Entre los diferentes co-activadores
que tiene la proteina E2F1, podemos identificar al receptor de aril hidrocarburos (AhR) como
uno de sus principales activadores en las células. Se ha demostraron que los niveles
transcripcional de E2F1 se ve incrementada de manera dependiente a la actividad del receptor

AhR y que esta interaccion ademds promueve la proliferacion celular (Watabe et al., 2010).

Otra de las maneras en que E2F1 promueve la transcripcion de XRCC1 es a través de la via
de senalizacion MAPK, la cual es activada por las proteinas PKC, Raf, MEK y ERK (Pintus
et al., 2003). Nuestro grupo de trabajo reportaron que la proteina ERK se encuentra activada
24 horas después de la exposicion a PMig (). Por lo anterior, sugerimos que el incremento en
los niveles de transcripcion del gen XRCC1 observados en este trabajo, pudieran estar

produciéndose a través de esta via de sefialisacion.
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En este trabajo se reporta que las PM1o reducen entre un 22-24% los niveles de detectables
de la proteina XRCCI, lo que podria alterar las dos vias por lo que se lleva acabo el

mecanismo de reparacion por BER.

En este trabajo observamos una disminucion en la cantidad de la proteina XRCC1 pero al
mismo tiempo registramos un aumento en la expresion de su RNA mensajero
correspondiente. Se ha reportado que existe una correlacion entre la concentracion de
proteina y la abundancia de RNA mensajero, sin embargo en los ultimos afios se ha
encontrado que no siempre se produce esta relacion. Existen diversos procesos entre la
transcripcion y la traduccidn, asi como también factores (como la estabilidad o tiempo de
sintesis de la proteina), que pudieran alterar esta relacion. Se ha sugerido que en las células
procariontes y eucariontes puede incluso presentarse una correlacion de ~40% dependiendo
del sistema, por lo que se ha propuesto que la abundancia relativa de proteina puede o no
ocurrir dependiendo de la proporcion de sus niveles relativos de RNA mensajero (Vogel y
Macotte, 2012). Por lo anterior, es posible pensar que el efecto observado se produce por lo

ya mencionado.

Actualmente no se han reportado mutaciones asociadas a XRCC1, sin embargo, su expresion
puede verse afectada por otros mecanismos, tales como la interaccion con otras proteinas asi

como su degradacion a través de la via proteosomica.

Se conoce que la funcion de XRCC1 se encuentra relacionada con la activacion y funcion de
otras proteinas involucradas en el sistema de reparacion por BER. Una de estas proteinas es
la DNA Ligasa III, la cual al interactuar con el dominio BRCT2 de XRCCI cataliza la
formacion de un enlace fosfodiéster en el grupo 3'-hidroxilo (3'-OH) del nucleétido recién
sintetizado y la region 5'-fosfato de la cadena del DNA. Esta interaccion se requiere para
mantener los niveles de expresion de la ligasa del DNA en un estado normal e incrementar
la eficiencia catalitica en la reaccion de unidn. Sin embargo, cuando se produce la ausencia
del complejo XRCCI1/DNA Ligasa III, la unién de los nucledtidos sintetizados se presenta
de manera defectuosa (Caldecott et al., 1994). El funcionamiento del complejo proteico
también depende de los dedos de zinc de la DNA Ligasa III, ya que estos permiten la union
del complejo XRCC1/DNA Ligasa III con PARP-1 lo que permite al complejo y otros

factores de reparacion el localizar los sitios donde se encuentra rota la cadena del DNA
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(Leppard et al., 2003). Se ha reportado que algunos metales (como zinc, plomo, vanadio,
cobre, magnesio, niquel, cromo y silicio) pueden oxidar los grupos tiol que se encuentran en
los dominios de dedos de zinc y por medio de este efecto inhibir la expresion de proteinas,
como por ejemplo la DNA Ligasa IIl y la Poli (ADP-Ribosa) polimerasas (PARP). Este
efecto se ha visto en la proteina Xeroderma Pigmentosum tipo A (XPA), la cual es esencial
en el reconocimiento del dafio al DNA por la via de NER, en donde al exponer células a altas
concentraciones de cadmio se ve disminuida su capacidad de unién al sitio dafiado en el DNA

(Asmuss et al., 2000).

La proteina PARP interacciona con la proteina XRCC1 en su dominio BRCT1 y su funcién
ha sido reconocida como un sensor de corte que se une a la secuencia del DNA dafiada para
dar inicio a al sistema de reparacion de BER; ademas también se le ha atribuido la funcion
de reclutar a XRCCI1 en los sitios de dano. Después de la activacion de PARP, la proteina
XRCCI1 se comienza a acumular en los sitios Poli (ADP-Ribosa) (pAR). No obstante, pAR
comienza a degradarse por la poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG) inmediatamente
después de su produccion. Seguido de la degradacion de pAR, XRCC1 comienza a reclutar
los componentes enzimaticos para llevar a cabo la reparacion del DNA. Esté reportado que
si no se produce la degradacion de pAR, la mayor parte de las moléculas del complejo
XRCC1/DNA Ligasa III acumuladas no son capaces de disociarse de pAR por lo que el
complejo no seria capaz de acercarse al sitio donde se presenta la rotura en el DNA, para unir
el nucleotido sintetizado (Leizhen Wei et al., 2013). Al igual que la DNA Ligasa III, la
proteina PARP también presenta dos estructuras de dedos de zinc las cuales le ayudan a
acoplarse al DNA, y al verse expuestas a cierto metales, tales como: niquel, cobalto, cadmio,
cobre y arsénico pudieran afectar su funcion, este efecto ha sido reportado tanto en células
HeLa como en linfocitos T (Hartwig et al., 2002). En nuestro modelo los resultados obtenido
por citometria de flujo reveld que no hubo cambios significativos en los niveles de expresion
de PARP por el tratamiento, sin embargo, dado a que no medimos la actividad de esta
proteina, podria ser que el tratamiento con PM o pudiera estar afectando la actividad de PARP

y asi, indirectamente, afectar la expresion de la proteina XRCCI.

Se ha reportado que la eficacia con que la proteina XRCCI lleva a cabo el reconocimiento

de las lesiones producidas en las bases y la formacion de los complejos proteicos, ya sea con
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PARP o con la DNA-Ligasa III, estd vinculada con la fosforilacion que sufre entre los
dominios BRCT1 y BRCT2. Esta fosforilacion no solo le confiere a la proteina XRCC1
mayor estabilidad al momento de formar los complejos proteicos, sino que también la protege
de ser degradada por medio del sistema proteosomico (Parsons et al., 2010, Chou et al.,
2008). Se ha reportado que el estrés celular producido por factores ambientales (tales como
la exposicion a metales o a la radiacion ultravioleta) incrementa la actividad proteosomica,
lo que ocasiona un aumento en la degradacion de diferentes proteinas (Dreger et al. 2009)

por lo que pudiera estar degradando a XRCC1 a través de este sistema.

La fosforilacion de la proteina XRCC1 es ocasionada mayormente por la proteina quinasa
CK2 y se ha reportado que su inhibicion conlleva a una reduccion en los niveles de XRCCl1
fosoftrilado, lo que resulta en la degradacion del complejo XRCC1/DNA Ligasa III por
ubiquitinacion (Parsons et al., 2010). Por otro lado, se ha visto que esta fosforilacion (en el
sitio de Thr?®*) es modulada por la fosforilacion que sufre la proteina Chk?2 al activarse la via
DDR, para posteriormente dar paso a la activacion de la via de reparacion de BER a través
de la fosforilaciéon de XRCC1. Experimentos realizados en células mutantes en los sitios de
fosforilacion Thr?®* de XRCC1 y células que presentan Chk2 fosforilada inactivo muestran
una diminucion en los niveles de expresion de la proteina XRCC1 fosforilada y al mismo
tiempo registraron una baja en los niveles de reparacion por el sistema de BER (Chouet et
al., 2008). Nuestro grupo de trabajo demostrd que las PMjo inducen incremento en los niveles
totales de la proteina Chk2 en células A549, sin embargo no se observaron cambios en los
niveles de la fosforilacion de Chk2 comparado con células sin exponer (Sanchez-Pérez et al.,
2009). Por lo anterior sugerimos que la disminucion en los niveles de expresion de la proteina
XRCCI posiblemente estar relacionada con este mecanismo, de ahi la importancia de medir

el estado de fosforilacion de la proteina XRCCI.

La fosforilacion de la proteina XRCC1 en sus regiones BRCT1 y BRCT2 esta reportada
como el principal mecanismo de proteccion ante su degradacion por el sistema proteosémico,
por lo que su inhibicion resultaria en la diminucion en los niveles de expresion. Sin embargo,
se han identificado otros mecanismos que favorecen la degradacion de esta proteina a través
del sistema proteosomico. Se ha reportado que la proteina XRCC1 puede también ser

degradada por protedlisis a través de la via de senalizacion del adenosin monofosfato ciclico
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(cAMP), lo que produce una diminucion en la reparacion del DNA; sin que se produzcan
cambios en los niveles de expresion del mRNA del gen XRCC1 (Cho et al., 2012). Se ha
identificado que el efecto observado de la cAMP sobre los niveles de expresiones de la
proteina XRCC1 es mediada por la proteina de intercambio activada directamente por cAMP
(Epac-1), la cual regula de manera importante distintos procesos celulares, los cuales
incluyen el movimiento de calcio, proliferacion celular, supervivencia celular, diferenciacion
celular, eventos de adhesion célula-célula, secrecion, transporte idnico y sefializacion
neuronal (Borland et al., 2009). Otros trabajos demostraron que la exposicion a PM puede
producir un incremento en los niveles de cAMP en células de pulmon humano, a través de la
actividad prolongada del receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) el cual también regula

el transporte de calcio en las células (Yu et al., 2012).

La funcién de la proteina XRCC1 no se encuentra regulada solamente por su fosforilacion,
sino que también puede serlo a través de otras proteinas. Tal es el caso de la proteina JWA,
la cual ha sido identificada como una proteina necesaria para una eficiente reparacion del
DNA ante los dafios producidos por el estrés oxidante y en la sobrevivencia celular. Se
identifico que la proteina JWA regula la expresion de la proteina XRCCI tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional, por lo que se ha sugerido a JWA como un
componente en la via de BER cuya funcion es la estabilizacion de XRCC1. Por ejemplo, en
modelos que presentan una inhibicion total de JWA se produce una degradacion rapida de

XRCCI através del sistema proteosomico (Wang et al., 2009).

Los niveles de proliferacion, muerte y reparacion celular que se midieron por medio de la
técnica de citometria de flujo, muestran que las células al ser expuestas al material particulado
sufren dafio en su DNA, principalmente por el corte de la doble cadena, lo que provoca que
se disparen procesos de reparacion debido a que el porcentaje de células que estan expresando
a YH2A.X aumenta el doble respecto al control. Por otro lado, el porcentaje de células que
expresan a la proteina XRCC1 disminuye en un 24 %, efecto acompafiado con un incremento,
pero no significativo, de PARP en células tratadas. Como ya se mencion6 anteriormente, la
expresion de PARP promueve un efecto negativo en la expresion del complejo
XRCCl1/Ligasa III al no permitir que se una a los sitios del DNA dafiado. En conjunto

nuestros resultados sugieren que las células sufren dafio en la doble cadena del DNA
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(evaluado por la expresion de YH2A.X) y que las células danadas posiblemente no se estén
reparando de manera adecuada debido a la disminucién en la expresion XRCC1 provocado
por la exposicion de a las PMo, a pesar de que se produce un incremento en el de XRCC1; y
al no observar cambios significativos en los niveles de proliferacion, sugerimos que las PM o
no ocasionan cambios en el ciclo celular. Este resultado sugiere que los componentes tanto
orgéanicos como inorganicos de las PMjo estan alterando al DNA, principalmente por el
rompimiento de la doble cadena del DNA. La célula al reconocer el dafio al DNA activa sus
diferentes mecanismos de reparacion; sin embargo, al encontrarse alterada la expresion de
XRCCI los niveles de reparacion por el sistema de BER se veran alterados, lo que resultara
en modificaciones en el DNA. Las alteraciones que pudieran presentarse en el mecanismo
de reparacion por BER y las modificaciones al DNA seran pasadas a la siguiente generacion
de células debido a que la mayoria aun se encuentran en un estado proliferativo, eventos que

en conjunto favorecen a un proceso carcinogénico.

Al analizar la localizacién de la proteina XRCCI en las células, se detectd principalmente en
el nucleo. Estos resultados concuerdan con los reportados previamente en los que se observa
que la proteina XRCC1 se encuentra mayormente en nlicleo independientemente si esta
fosforilada o no; debido a que la fosforilacion de XRCC1 solo se produce en citoplasma
(Parsons et al., 2010). Estos resultados sugieren que aunque XRCC1 esta en nucleo, al no ser
fosforilada (no se evalu¢ el estado de fosforilacion de XRCC1) principalmente por la proteina
cinasa CK2, no podria llevar acabo su funcién de manera adecuada, aun cuando se encuentran
unidas a los sitios de dafio. Aun no se sabe con certeza cudl es el efecto biologico de la
fosforilacion de XRCC1, en especial por la proteina CK2. Sin embargo, se ha sugerido que
la fosforilacion es requerida para una reparacion eficiente del DNA por la oxidacion de las
bases y la formacion se sitios abasicos. Se ha reportado ademas que al inhibir la proteina
CK2 se produce un aumento en los niveles de sintesis de la proteina PARP, lo que indica una

acumulacion de lesiones no reparadas en la cadena de DNA (Wei et al., 2013).
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8. Conclusiones

e La exposicion a PMo produce un incremento del 16% en los niveles de expresion de
RNAm del gen XRCC1. Por otro lado observamos una disminucion del 21% en los
niveles de expresion de la proteina. Este efecto, podria tener un severo impacto en la
reparacion del DNA producido por el material particulado, contribuyendo a un

mecanismo por el cual se favorezca el proceso carcinogénico.

e La exposicion al material particulado indujo un aumento en los niveles de dafo al
DNA, representado por la rotura de la doble cadena. Por otro lado no se produjo

cambios significativos en los niveles de proliferacion y muerte celular

e Se observo la formacion de focos de dafios en el DNA en 32% de células expuestas
tratadas, en donde se determin6d que existe una co-localizacion entre la proteina

XRCC1 y los sitios de dafios representados por el marcaje con YH2A.X.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los componentes de las PMo producen
dafio en el ADN, el cual se encuentra representado por la rotura de la doble cadena; dafio que
no produce cambios en los niveles de proliferacion y muerte celular. El dafio que se produce
es reconocido por la via DDR de la célula, lo que provoca la sintesis de las proteinas
involucradas en los distintos sistemas de reparacion del ADN, como es el caso de XRCCI1.
Sin embargo, las PMj alteran los niveles de expresion de esta proteina, lo que puede resultar
en una reparacion deficiente y por ende favorecer un proceso carcinogénico en células

pulmonares.
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9. Perspectivas

¢ Evaluar la eficiencia de la reparacion del DNA en las células expuestas a PM o por

medio del ensayo cometa-reparacion.

% Caracterizar el estado de fosforilacion de XRCC1, asi como el estado de la proteina

cinasa CK2 en células expuestas a PMjj.

++ Evaluar si la disminucion en la expresion de la proteina XRCC1 provoca alteraciones
en la interaccion y funcion de otras proteinas involucradas en el mecanismo de

reparacion por BER, tales como AP1, Pol 3, PAPR y la DNA-Ligasa III.
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