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RESUMEN 
Introducción: El material particulado (PM) es uno de los principales contaminantes 

del aire y se define como una mezcla compleja de materiales líquidos y sólidos 

suspendidos en el aire. De manera general el material particulado contiene 

componentes inorgánicos como metales, orgánicos como hidrocarburos aromáticos 

policíclicos y materiales biológicos como polen y endotoxinas. La composición es 

una de sus características importantes pues diversos estudios han demostrado que 

esta cambia de manera espacio-temporal y que la abundancia de cada uno de los 

componentes varía acorde con las características de la zona y año de colecta. Con 

base en evidencia toxicológica y epidemiológica, el PM está clasificado como un 

carcinógeno para los humanos, principalmente asociado con el desarrollo de cáncer 

pulmonar. El PM puede ingresar en las vías respiratorias y depositarse a niveles 

profundos como los alvéolos. Con base en su diámetro aerodinámico se clasifican 

en PM10, PM2.5 y PM0.1. Su capacidad de penetración, aunada a su compleja 

composición, permite al material particulado ejercer efectos biológicos perjudiciales 

para la salud. A nivel celular, el PM induce la producción de moléculas inflamatorias, 

generación de especies reactivas de oxígeno (EROs) que causan estrés oxidante, 

y además genera diferentes tipos de   daño en el DNA. Asociado a este daño 

genotóxico, trabajos recientes indican que el material particulado también puede 

desregular el funcionamiento de algunos mecanismos de reparación de DNA. 

Dentro de estos mecanismos encontramos la vía de reparación de bases mal 

apareadas (MMR), la cual está encargada de reparar daños de tipo endógeno que 

surgen en el DNA principalmente durante su replicación. Esta vía mantiene la 

estabilidad del genoma evitando la acumulación de mutaciones puntuales. En el 

mecanismo MMR participan las proteínas MSH2, MSH6 y MLH1, encargadas de 

reconocer y eliminar las lesiones del DNA, y la desregulación de estas moléculas 

se asocia al desarrollo de procesos carcinogénicos. Considerando que la 

composición del material particulado puede determinar respuestas diferenciales en 

las células, el objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto en la vía MMR, del 

material particulado de diferentes años de colecta (2004-2005 y 2017). Como 

hipótesis se tuvo que la exposición de células epiteliales de pulmón a material 

particulado (PM10) induciría la disminución en los niveles de expresión y de proteína 
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de la vía de MMR (hMLH1, hMSH2, y hMSH6), además de alterar la translocación 

nuclear de las proteínas que conforman el complejo MutSα (hMSH2/hMSH6). Para 

evaluar esto, se utilizaron células A549 (derivadas de epitelio alveolar) expuestas a 

10 μg/cm2 de PM10 por 24h en las cuales se evaluaron los niveles de expresión y 

de proteína de hMSH2, hMSH6 y hMLH1 mediante qRT-PCR y western blot 

respectivamente. Además, se determinó la localización subcelular del complejo 

MutSα conformado por el dímero de hMSH2/hMSH6 por inmunofluorescencia. 

Primero caracterizamos ambas muestras de PM y encontramos que de manera 

general la concentración de metales de transición es mayor en las PM10 del 2017 

que en aquellas del 2004-05. Observamos que las PM del 2004-05 inducen una 

disminución significativa de los niveles de proteína de hMSH6 y hMLH1. Por otro 

lado, los niveles de expresión de hMSH6 tendieron a aumentar tras la exposición a 

ambas muestras de partículas (no estadísticamente significativo). La expresión de 

hMLH1 y hMSH2, así como los niveles de proteína de hMSH2 no se vieron alterados 

por la exposición a ninguna de las muestras de PM10. Finalmente encontramos un 

aumento en la señal fluorescente de hMSH2 en el citoplasma y mediante 

densitometría vimos una disminución significativa de la señal nuclear de hMSH6 y 

hMSH2 (de 14.7% y del 12% para hMSH6, y del 13.9% y 13% para hMSH2 con PM 

2004-05 y PM 2017 respectivamente), ocurriendo esto tras la exposición a ambas 

muestras de PM10. Con base en lo anterior concluímos que el material particulado 

es capaz de alterar a las proteínas del sistema MMR tanto en sus niveles como en 

su localización subcelular, pudiendo derivar en una deficiente capacidad de 

reparación de bases mal apareadas y bucles de inserción o deleción del DNA 

surgidos durante procesos de replicación de este. De esta manera encontramos otro 

mecanismo molecular afectado por el PM el cual pudiera formar parte de las 

diferentes alteraciones causadas por este contaminante relacionadas a su potencial 

como un carcinógeno para humanos. A su vez concluimos que la composición de 

las PM varía con el tiempo, y de la misma manera varían los efectos que tiene sobre 

los componentes de la vía MMR, pues observamos efectos compartidos por ambas 

muestras de PM, así como efectos independientes de cada muestra.  
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1. INTRODUCCIÓN  
 
1.1 La contaminación atmosférica 
 
1.1.1 La atmósfera 
 
La atmósfera es una mezcla de diferentes gases que rodea a la Tierra entre los que 

se encuentran principalmente el Nitrógeno en un 78% y oxígeno en un 21%, el 1% 

que resta se compone de diversos gases traza como el ozono, vapor de agua, 

dióxido de carbono, metano, entre otros. La atmósfera permite que se mantenga la 

temperatura del planeta de manera constante y filtra la radiación ultravioleta, por lo 

que sin ella sería imposible la vida como se conoce actualmente. (SEMARNAT, 

2013). Cuando se presentan sustancias como polvo, humos, gases, y partículas que 

no forman parte de la composición natural de la atmósfera, y a concentraciones que 

pueden ocasionar daño tanto a la salud humana como al medio ambiente, ocurre lo 

que conocemos como contaminación del aire (EPA, 2004; Meo y Suraya, 2015). 

Dentro de los diversos contaminantes del aire, destacan los contaminantes criterio, 

que se ha comprobado son perjudiciales para la salud y los cuales se utilizan para 

evaluar la calidad del aire, dichos contaminantes son el dióxido de azufre (SO2), 

monóxido de carbono (CO), dióxido de nitrógeno (NO2), ozono (O3), el plomo (Pb) y 

el material particulado PM10 y PM2.5 (SEDEMA, 2015; EPA, 2017). 

 

La contaminación del aire se asocia con afecciones en la salud entre las que se 

encuentran problemas respiratorios como tos, reducción de la función pulmonar, 

bronquitis y asma (INECC, 2015). A su vez se ha asociado con problemas 

cardiovasculares como isquemia, arterosclerosis, enfermedad coronaria e infarto 

del miocardio (Meo y Suraya, 2015). Además la Agencia Internacional para la 

Investigación en Cáncer (IARC) clasificó a la contaminación atmosférica como 

carcinógeno del tipo I (IARC, 2016).  
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Por lo que en este trabajo nos enfocamos en el estudio del efecto del material 

particulado, el cual ha sido principalmente relacionado al desarrollo de cáncer de 

pulmón (Pope et al. 2002), sobre la alteración de los mecanismos de reparación del 

DNA, aportando así evidencias para profundizar en el conocimiento del potencial 

carcinogénico de este contaminante. 

 
1.2  Material Particulado (PM) 
 

1.2.1 Origen y composición del material particulado  
 

El material particulado (PM) es una mezcla compleja de compuestos sólidos y 

líquidos suspendidos en el aire, presentes en diferentes tamaños, formas, 

composición y origen (Mühlfeld et al. 2008). De acuerdo a su origen podemos 

encontrar dos tipos de partículas, las primarias, provenientes de una fuente de 

emisión directa las cuales son liberadas hacia a la atmósfera (como metales o polvo 

resuspendido) y  las partículas secundarias, generadas por procesos físico-

químicos en el aire (como sulfatos o nitratos) (Falcon-Rodriguez et al. 2016). Por 

otro lado, de acuerdo a su diámetro aerodinámico, las partículas pueden dividirse 

en tres grupos representativos: partículas gruesas o PM10 con diámetro 

aerodinámico menor o igual a 10 μm, las partículas finas o PM2.5 con diámetro 

aerodinámico igual o menor 2.5 μm y las partículas ultrafinas con diámetro igual o 

menor a 0.1 μm (Pope y Dockery 2006) (figura 1). Cabe destacar que las PM 

gruesas contienen a su vez a las partículas de menor díametro siendo cada fracción 

parte de la anterior de mayor diámetro.  

 

La fracción gruesa es producto principalmente de la re-suspensión de polvo, suelo 

y otros materiales de la corteza provenientes de la minería, volcanes, y ventiscas, 

por lo que contiene principalmente cristales, sales marinas y material biológico. Las 

partículas finas, son producidas principalmente por procesos de combustión (uso de 

gasolina, diésel, quema de leña, etc) y por reacciones secundarias entre 

compuestos gaseosos (óxido de nitrógeno y azufre). Y las partículas ultrafinas, 
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surgen de procesos de combustión y por reacciones fotoquímicas atmosféricas y 

suelen tener una vida media muy corta por lo que generalmente se encuentran 

formando agregados de mayor tamaño (Mühlfeld et al. 2008; Pope y Dockery 2006).  

 

En general, el PM contiene hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), de los que 

destacan por su impacto en la salud el benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, 

fenantreno y por su abundancia el benzo(ghi)perileno; también contiene metales 

como el titanio, hierro, níquel, plomo, azufre, aluminio, cromo, manganeso, etc. 

Entre los materiales biológicos se encuentran las endotoxinas, el polen, esporas, 

bacterias y virus (Chirino et al. 2015). La presencia de estos compuestos dentro del 

material particulado es importante debido a que HAPs como el benzo(a)pireno y 

metales como el nickel o el cadmio son compuestos carcinogénicos capaces de 

causar alteraciones en el DNA; mientras que componentes como el polen, las 

endotoxinas y virus, son capaces de exacerbar respuestas inflamatorias en el 

organismo (Scanlon et al. 2017; Falcon-Rodriguez et al. 2016; Moorthy et al. 2015; 

Banerjee 2005).  

 

Es relevante destacar que la proporción de los componentes mencionados, 

contenidos en el material particulado, puede variar de manera espacio-temporal, lo 

cual va asociado a  diversas condiciones entre las que se encuentran la zona 

geográfica,  la estación del año,  y las características de la región que dependen de 

los fenómenos naturales y de las actividades antropogénicas que se desarrollan   

(Bell et al. 2007; Manzano-León et al. 2013; Chirino et al. 2015; Falcon-Rodriguez 

et al. 2016). Dicha variación entre los componentes del material particulado es 

relevante para los efectos inducidos por las PM en la salud. Por ejemplo, estudios 

realizados con muestras de PM de zonas rurales y urbanas colectadas en verano e 

invierno mostraron que el PM colectado en invierno tiene un potencial citotóxico 

mayor que aquel colectado durante el verano (Seagrave et al. 2006). A su vez, 

estudios realizados en la Ciudad de México han encontrado diferencias en la 

citotoxicidad y potencial inflamatorio de muestras de PM colectadas en el norte, 

centro y sur de la Ciudad de México (Alfaro-Moreno et al. 2002). 
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1.2.2 Normas y regulación sobre la exposición a PM 
 

Análisis de datos obtenidos por el Sistema de Monitoreo Atmosférico (SIMAT) 

durante el periodo entre 2003-2015, han determinado una concentración promedio 

anual de 51.79 μg /m3 de PM10 y de 23.22 μg /m3 de PM2.5 en la Ciudad de México 

(Mora et al. 2017), dichas concentraciones son mayores a las permitidas tanto por 

las normas mexicanas como por las normas establecidas a nivel internacional 

(Tabla 1). Esto es de importancia debido a que a pesar de que se conoce que no 

hay un umbral por debajo del cual el material particulado no ejerce efectos en la 

salud,  el incremento en la concentración de este contaminante tiene efectos 

Figura 1. Diámetro aerodinámico de las partículas suspendidas.  Las partículas con un 
diámetro aerodinámico igual o menor a 10 μm se conocen como fracción inhalable y pueden 
ingresar a las vías respiratorias profundas. De acuerdo a su diámetro aerodinámico las PM se 
dividen en fracción fina, ultrafina y nanopartículas, Siendo capaces incluso de llegar al nivel de 
alvéolos y de internarse en capilares sanguíneos (Modificado de Barraza–Castelo, 2017). 
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adversos en la población expuesta, los cuales se discutirán mas adelante (Gurung, 

2017; Ferreira et al. 2016).  

 

 

 

 México 

NOM-025-SSA1-2014 

Organización Mundial de la 

Salud 

Límite del promedio  

de 24 horas 

• PM10: 75 μg/cm3 

• PM2.5: 45 μg/cm3 

• PM10: 50 μg/cm3 

• PM2.5: 25 μg/cm3 

Límite del promedio anual • PM10: 40 μg/cm3 

• PM2.5: 12 μg/cm3 

• PM10: 25 μg/cm3 

• PM2.5: 10 μg/cm3 

 
 
1.3  Efectos del Material Particulado en la salud 

 
El Aumento en los niveles de PM se han asociado a una mayor mortalidad general 

(Achilleos et al. 2017) y la OMS señalan que cada año cerca de 4.2 millones de 

muertes se deben a la contaminación atmosférica extramuros (OMS, 2018). 

Los estudios epidemiológicos demuestran que la exposición aguda  a material 

particulado se asocia a un aumento en el número de admisiones hospitalarias 

posteriores a incrementos desde 10 μg/m3 en los niveles de PM en el aire (Ferreira 

et al. 2016; Gurung et al. 2017); además  se relaciona con el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares como arritmias, infarto, hipertensión, y falla del 

corazón (Fiordelisi et al. 2017); enfermedades del sistema nervioso como autismo, 

fallas auditivas, trastornos psicológicos, enfermedades neurodegenerativas (Wang, 

2017); así como una mayor incidencia de diabetes mellitus tipo dos (He et al. 2017). 

Especialmente la exposición a PM representa un riesgo para la salud mediante el 

desarrollo de enfermedades de vías respiratorias entre las que podemos mencionar 

el cáncer de pulmón (Pope y Dockery 2006; Zhou et al. 2017). En este sentido se 

ha demostrado que un aumento de 10 μg /m3 en las concentraciones de PM2.5 en el 

aire, se asocian con un aumento del 8% en la mortalidad por cáncer de pulmón 

Tabla 1. Valores límite permisibles de PM establecidos por la Norma Oficial 
Mexicana y la OMS 
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(Pope et al. 2002). A su vez se ha reportado que un incremento de 10 μg /m3 en la 

concentración de PM10 se asocia también a un incremento en la mortalidad por 

cáncer pulmonar del 3.4 % al 6% (Chen et al. 2016).  

 

Además estudios publicados recientemente han reportado una correlación entre la 

concentración de PM10 con la incidencia de cáncer de pulmón (Zhou et al. 2017), 

mostrando que un incremento de 10 μg /m3 en la concentración de PM2.5 se asocia 

con un riesgo de incidencia de este cáncer del 1.074 (Guo et al. 2016). 

 

De acuerdo con evidencias epidemiológicas como las ya mencionadas y 

toxicológicas como su capacidad de ejercer daño genotóxico, el material particulado 

fue declarado como carcinógeno para humanos (agentes del grupo 1) por la IARC, 

esto significa que existe suficiente evidencia de carcinogenicidad en humanos, 

obtenida de estudios epidemiológicos en personas expuestas y en animales 

experimentales (IARC, 2016).  
 

1.3.1 Efectos a Nivel celular 
 
Mediante los estudios toxicológicos se conocen algunos de los mecanismos 

alterados por el material particulado, se ha  reportado que induce la producción de 

`procesos de inflamación al inducir la generación de moléculas pro-inflamatorias 

como lo son las interleucinas 1β, 6 y 8, y el factor de crecimiento tumoral alfa (TNF-

α) (Cachon et al. 2014; Alfaro-Moreno et al. 2002); estrés oxidante mediante la 

producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) las cuales son capaces de 

dañar macromoléculas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos vitales de la célula 

mediante procesos de oxidación (Li et al. 2008; Pardo et al. 2016); y daño en DNA 

(Lepers et al. 2014; Garçon et al. 2006; García-Cuellar et al. 2002). Como parte del 

daño que generan las PM se ha demostrado que inducen la formación de aductos 

en el DNA (Lepers et al. 2014) incluyendo aductos de HAP´s (Salcido-Neyoy et al. 

2015) y de 8-OHdG (Garçon et al. 2006), además de la inducción de rompimiento 

de doble cadena (DSBs) (Sánchez-Pérez et al. 2009; Yang et al. 2016).  Debido a 

que el daño, o la presencia de anormalidades en el DNA puede inducir la muerte 
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celular y alteraciones como mutaciones, las cuales pueden dar lugar al desarrollo 

de un fenotipo carcinogénico en las células volviéndolas capaces de proliferar 

desmesuradamente e invadir otros tejidos dando lugar a neoplasias (Hanahan y 

Weinberg 2011; Lemjabbar-Alaoui et al. 2015), las células cuentan con mecanismos 

de reparación que vigilan y mantienen la estabilidad del genoma a través de la 

eliminación y corrección de las anormalidades o errores que puedan surgir por la 

interacción del material genético con distintos agentes genotóxicos o incluso por 

errores durante procesos como la  replicación de este (Torgovnick y Schumacher 

2015). Los antecedentes han mostrado que algunos de los mecanismos de 

reparación pueden verse alterados tras la exposición a material particulado (Mehta 

et al. 2008; Hernández-Espinosa 2015; Alvarado-Cruz et al. 2017), pero no se ha 

profundizado en el estudio de este efecto. 

 

1.3.2 Mecanismos de reparación del DNA  
 

En general las vías de reparación se pueden dividir en: vías de escisión y vías de 

reparación de rompimientos de doble cadena. Dentro de las vías de escisión se 

encuentran la vía de reparación por escisión de nucleótidos (NER), la vía de 

reparación por escisión de bases (BER) y la vía de reparación de bases mal 

apareadas (MMR) (Gourzones-Dmitriev et al. 2013). 

 

Como se mencionó anteriormente las PM pueden afectar estos mecanismos. Se ha 

reportado una disminución en la capacidad de reparación de NER posterior a la 

exposición a PM (Mehta et al. 2008). También se ha encontrado disminución en los 

niveles de proteínas que conforman la maquinaria de la vía BER (Mukherjee et al. 

2014; Hernández-Espinosa 2015; Alvarado-Cruz et al. 2017), así como la inducción 

de cambios epigenéticos en algunos genes de reparación como PARP1, OGG1 y 

APEX en los que aumenta  la metilación de dinucléotidos CpG en los promotores 

de dichos genes que participan en la vía de BER (Alvarado-Cruz et al. 2017). 

Dentro de las vías de escisión importantes para el mantenimiento del DNA también 
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se encuentra la vía de reparación de bases mal apareadas, sin embargo, no existen 

reportes sobre el efecto de las PM sobre dicha vía de reparación.  

 

1.4  Vía de reparación de bases mal apareadas 
 
1.4.1 Descripción general de la vía MMR 
 
La vía de MMR es un mecanismo altamente conservado que juega un papel 

importante durante la replicación, reparación y recombinación, así como en la 

meiosis, y la maduración de inmunoglobulinas y su diversificación. Promueve la 

estabilidad genómica debido a que corrige errores de apareamiento de bases y 

bucles de inserción o deleción generados durante la replicación, recombinación y 

reparación del DNA. Estos errores pueden surgir cuando la DNA polimerasa 

incorpora la base errónea durante reacciones de procesamiento del DNA como su 

reparación y replicación. También se pueden generar  cuando hay daño a 

precursores de nucleótidos, o se forman heterodúplex entre dos hebras de DNA 

homólogas durante  procesos de recombinación (Li, 2008; Liu et al. 2017). 

 

La vía MMR a su vez, puede participar en respuesta a otros tipos de daño 

induciendo un arresto del ciclo celular en respuesta a afecciones causadas por 

agentes alquilantes como la N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina o MNNG (Stojic et 

al. 2004); puede participar en la vía de respuesta a daño al DNA (DDR), facilitando 

la activación de p53 y promoviendo la muerte celular por apoptosis (Peters et al. 

2003) a su vez, puede inducir la activación de otras vías de reparación incluida la 

reparación de DSBs, BER, y entrecruzamiento de hebras (ICL) (Li, 2008; Liu et al. 

2017).  

 

En la vía MMR, los complejos proteicos MutSα (compuesto por las proteínas 

hMSH2/hMSH6), y MutSβ (compuesto por hMSH2/hMSH3); se encargan de 

reconocer el daño a DNA. El primero reconoce y se une principalmente a bases mal 

apareadas, inserciones o deleciones de hasta 3 nucleótidos (nt). Mientras que 
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MutSβ se une a inserciones o deleciones de hasta 13 nt. MutSα recluta a MutLα 

(hMLH1/hPMS2) formando un complejo tetramérico, el cual contiene una función de 

endonucleasa latente que es activada por PCNA. La activación de MutLα introduce 

cortes en ambas hebras de DNA, la asimetría de PCNA unido a DNA, dirige la 

incisión de forma específica sobre la hebra naciente de DNA. Tras el corte del DNA, 

la exonucleasa-1 (EXO1) es reclutada y activada por MSH2 y/o MLH1, y corta la 

nueva hebra de DNA sintetizado, este espacio es resintetizado por la DNA 

polimerasa-δ, la cual es estimulada por PCNA. Cuando la re-síntesis de la nueva 

hebra termina, el corte es unido por una proteína ligasa (Li, 2008; Liu et al. 2017). 

Este proceso es esquematizado en la figura 2.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Esquema general 
del funcionamiento de la 
vía de reparación de bases 
mal apareadas. 
El complejo MutSα reconoce 
al daño y se une a este en el 
DNA, reclutando al complejo 
MutLα formando un 
tetrámero. Esto induce el 
reclutamiento de PCNA y 
RFC, la interacción de estas 
proteínas induce la actividad 
latente de endonucleasa del 
complejo y dirige un corte en 
la hebra dañada. 
Posteriormente la 
exonucleasa 1 degrada la 
sección del DNA con el 
daño, este gap es 
resintetizado por la DNA 
polimerasa δ y finalmente 
ambos extremos son ligados 
por la ligasa uno (Modificado 
de Liu et al. 2017).  
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1.4.2 Regulación de la vía de MMR mediante modificaciones 
postraduccionales 
 
 
Se sabe que la vía de MMR se puede regular a nivel del complejo encargado de 

reconocer el daño, Mutsα, formado por el heterodímero de hMSH6 y hMSH2, ya que 

estas proteínas son degradadas mediante la vía de proteosoma mediante su 

ubiquitinización (Hernandez-Pigeon et al. 2004).  

 

Este proceso es mediado por la proteína HDAC6, la cual induce la degradación de 

MSH2, mediante la poli-ubiquitinización de cuatro residuos diferentes de lisina 

cuando MSH2 se encuentra en su estado monomérico. HDAC6 también puede 

desacetilar a MSH2 cuando se encuentra formando el complejo con MSH6, lo cual 

facilita la disociación de Mutsα y permite la poliubiquitinación del monómero de 

MSH2 y su consecuente degradación vía proteosoma (Zhang et al. 2014). La 

modificación de MSH2 por HDAC6 puede ser revertida por la proteína USP10, la 

cual desubiquitina a MSH2, evitando su degradación y estabilizándola, lo que 

permite que prosiga el proceso de reparación mediado por esta vía (Zhang et al. 

2016).  

 

Por otro lado, se ha demostrado que la fosforilación también juega un papel 

regulatorio debido a que inhibe la degradación de las proteínas del complejo Mutsα. 

Se ha reportado que la isoforma PKCζ puede fosforilar a MSH6 y MSH2 en residuos 

de treonina, lo cual evita la ubiquitinación de las proteínas de este complejo y por lo 

tanto inhibe su degradación vía proteosoma (Hernandez-Pigeon et al. 2005). 

Específicamente la fosforilación de MSH2 y MSH6 por PKC y CKII, permite la 

translocación a núcleo del complejo MutSα en presencia de daño e incrementa la 

capacidad de unión del complejo a las bases mal apareadas (Christmann et al. 

2002). De manera contrastante, la fosforilación de MLH1 en el residuo S477 por la 

CKII, tiene un efecto inhibitorio en la proteína y como consecuencia disminuye la 

actividad de reparación  de la vía (Weßbecher et al. 2018). 
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1.4.3 Defectos de la vía MMR y su impacto en la salud  
 
La deficiencia de las vías de reparación de daño al DNA generan la acumulación de 

alteraciones genómicas; en especial las deficiencias de la vía de reparación de 

MMR puede causar un incremento de hasta 1000 veces la tasa de mutación celular 

(Kelley et al. 2014).  

 

Se ha descrito que alteraciones de los genes de esta vía resultan en un fenotipo de 

inestabilidad microsatelital, el cual se caracteriza por la inserción o deleción de 

nucleótidos en secuencias pequeñas y repetidas que se encuentran de manera 

aleatoria en el genoma, conocidas como microsatélites  (Richman 2015; Ratti et al. 

2018).  Específicamente, portadores con mutaciones germinales en hMLH1 y 

hMSH2 presentan deficiencias en el funcionamiento de MMR tienen mayor 

probabilidad de desarrollar diferentes tipos de cáncer  (Dowty et al. 2013), siendo 

esta condición denominada como síndrome de Lynch, también conocido como 

cáncer colorrectal hereditario no poliposo, el cual está caracterizado por conferir alto 

riesgo de desarrollar cáncer principalmente colorrectal, aunque también incrementa 

el riesgo de desarrollar  otros tipos de cáncer como el endometrial, gastrointestinal, 

en vías urinarias, piel y cerebro (Carethers y Stoffel, 2015).   

 

Esta condición va asociada con que las alteraciones en los genes y proteínas de la 

vía MMR conducen a la falla en la detección de errores generados por la DNA 

polimerasa durante la replicación del DNA (Dowty et al. 2013; Carethers y Stoffel 

2015; Forsström et al. 2017). 

  

Además de la condición mencionada anteriormente, los estudios en pacientes con 

cáncer han mostrado hipermetilación en el promotor de hMLH1 en tumores de 

pacientes con cáncer colorrectal asociado con bajos niveles de la proteína hMLH1 

(Herman et al. 1998) y en relación con el cáncer pulmonar se han reportado niveles  

bajos en la expresión y proteína de hMLH1 y hMSH2, específicamente en cáncer 

de pulmón de células no pequeñas (NSCLC), asociado a un desbalance alélico de 
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hMLH1 (Xinarianos et al. 2000) o bien asociado a la hipermetilación del promotor de 

hMSH2 y hMLH1 (Wang et al. 2003). 

 
1.4.4 Alteraciones de la vía MMR por compuestos tóxicos 
 
Como se mencionó anteriormente, no se han reportado efectos directos sobre la vía 

MMR a causa de la exposición a PM ambiental. Sin embargo diferentes 

contaminantes que pueden formar parte de la mezcla compleja que comprende el 

material particulado si han sido reportados como agentes capaces de alterar esta 

vía de reparación.  

Se ha encontrado una asociación entre la disminución de los niveles de proteína de 

hMSH2 y hMLH1 en tumores de pacientes con NSCLC y el consumo de tabaco 

(Xinarianos et al. 2000). Entre los componentes del cigarro se encuentra el 

benzo(a)pireno, el cual tiene la capacidad de disminuir la actividad de la vía MMR, 

y de afectar negativamente la expresión de los genes de hMLH1, hMSH2 y hMSH6, 

así como los niveles de proteína de este último, siendo esto el mecanismo clave 

para la disminución de la actividad de la vía (Chen et al. 2013). 

El humo de leña, que se encuentra constituido principalmente por compuestos 

orgánicos volátiles dentro de los que encontramos a los HAPs (Simoneit 2002), es 

otro de los compuestos que puede afectar a la vía MMR, debido a que se ha 

encontrado que las células epiteliales de mujeres pre-menopáusicas expuestas 

crónicamente al humo de leña presentan una  reducción significativa en los niveles 

de las proteínas hMLH1 y hMSH2, siendo esto relacionado con  la  generación de 

estrés oxidante producido por la contaminación intramuros (Mukherjee et al. 2014). 

 

Se ha observado que algunos metales tienen un efecto negativo sobre la vía MMR. 

Específicamente el níquel y el arsénico reprimen al promotor del gen hMLH1 en 

líneas celulares de epitelio de pulmón (A549, BEAS-2B), y la represión se mantiene 

de forma sostenida si la exposición a arsénico es prolongada (Scanlon et al. 2017). 

Por otro lado, el cadmio inhibe la expresión génica, disminuye los niveles de 

proteína de hMSH6 y reduce su capacidad de unión a los sitios de bases mal 

apareadas (Hsu et al. 2010). 
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Con base en lo anterior y siendo que estos contaminantes pueden formar parte de 

la composición de la contaminación atmosférica, específicamente del material 

particulado, y siendo que este último ya se ha reportado como un agente capaz de 

alterar diferentes mecanismos de reparación de daño al DNA tanto a nivel de 

expresión, actividad, e incluso epigenético (Mehta et al. 2008; Hernández-Espinosa 

2015; Alvarado-Cruz et al. 2017), es importante evaluar el efecto de este 

contaminante del aire sobre la reparación del DNA. Una de las vías más importantes 

para esta reparación de la vía MMR sobre la cual existen indicios que puede verse 

afectada tras aumentos en los niveles de PM intramuros (Mukherjee, Dutta, et al. 

2014) sin embargo, estos resultados no son concluyentes respecto del efecto de 

este contaminante sobre dicha vía de reparación, por lo que es de interés determinar 

si las PM10 afectan a este sistema. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 
El material particulado, ha sido clasificado como un carcinógeno para humanos del 

grupo 1, y se ha asociado a una mayor mortalidad por cáncer de pulmón, del cual 

mueren cerca de 1.6 millones de personas al año. Si bien, existe evidencia 

epidemiológica y toxicológica que describe la participación de las PM como un factor 

de riesgo en el desarrollo de cáncer, aún falta por entender muchas de las 

alteraciones celulares que inducen las PM, las cuales puedan favorecer el desarrollo 

de cáncer. 

Importantemente, el material particulado induce daño al DNA y se sabe que afecta 

el funcionamiento de las vías de reparación como la vía de NER y BER. Una falla 

en la reparación de daño en el material genético podría incrementar la tasa de 

mutación y generar un número mayor de alteraciones a nivel de genes o 

cromosomas, las cuales podrían favorecer el desarrollo de un proceso 

carcinogénico. 

La vía de MMR es uno de los principales mecanismos de reparación, ya que se 

encarga de reparar errores generados durante la replicación del DNA y cuando esta 

vía se encuentra desregulada o presenta fallas, la tasa de mutación puede aumentar 

hasta 1000 veces. Sin embargo, no se ha estudiado directamente si el material 

particulado induce alteraciones en los genes y proteínas que participan en dicha vía. 

Por lo tanto, en este trabajo se tiene como fin investigar el impacto diferencial que 

tienen las PM10 colectadas en dos diferentes años, en la expresión génica y en los 

niveles de proteína de hMLH1 hMSH2 y hMSH6, de la vía de reparación MMR, en 

células epiteliales de pulmón humano, así como en la translocación nuclear del 

complejo que reconoce al daño en el DNA.  
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3. HIPÓTESIS 
 
La exposición de células epiteliales de pulmón a material particulado (PM10) 

muestreado en dos diferentes años (2004 y 2017) en la Ciudad de México, inducirá 

la disminución en los niveles de expresión de los genes hMLH1, hMSH2, y hMSH6 

y de sus proteínas, alterando la localización subcelular de las proteínas que 

conforman el complejo MutSα. 

 

4. OBJETIVOS 
 
4.1 Objetivo General: Evaluar cambios en la expresión génica de hMLH1, hMSH2, 

y hMSH6 y en los niveles de sus proteínas correspondientes; así como la 

localización subcelular del complejo MutSα en células epiteliales de pulmón 

expuestas a muestras de PM10 de dos diferentes años de muestreo colectadas en 

la Ciudad de México  
 

4.2 Objetivos Particulares:  
 
- Caracterizar la composición elemental de las muestras de material particulado 

colectadas a lo largo de dos distintos años (2004-05 y 2017) en la Ciudad de México 

y determinar si existen diferencias entre ambas. 

 

En células A549 expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 colectadas en la CDMX en dos 

años diferentes:  

- Evaluar los niveles de mRNA de hMLH1, hMSH2 y hMSH6. 

- Evaluar los niveles de proteína de hML1, hMSH2 y hMSH6. 
- Determinar la localización subcelular del complejo MutSα 

- Comparar el efecto que tiene la exposición a material particulado de dos años 

distintos. 
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5. MATERIAL Y MÉTODO 
 
 
5.1 Colecta de partículas PM10  
 

El material particulado utilizado para el desarrollo de este trabajo fue colectado en 

la Ciudad de México durante dos periodos: el primero desde septiembre del 2004 

hasta mayo del 2005, y el segundo durante todo el año 2017. La colecta de 

partículas se realizó con un colector de grandes volúmenes (GMW modelo 1200 

VFCHVPM10 Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA) con una velocidad de flujo de 

1.13m3/min y las partículas fueron capturadas en soportes con membranas de 

nitrocelulosa con un tamaño de poro de 3 μm (Sartorius AG, Goettingen, Germany). 

Después de la colecta, las membranas fueron removidas y se mantuvieron a una 

temperatura de 4ºC en oscuridad. Las PM se recuperaron mediante el raspado de 

las membranas utilizando un bisturí estéril. Las partículas recuperadas fueron 

almacenadas en viales de vidrio estériles y libres de endotoxinas y se mantuvieron 

a 4ºC en oscuridad hasta el momento de su utilización. 

 

5.2 Análisis de la composición de las muestras de PM10 
 

Cada una de las muestras de PM utilizadas fueron caracterizadas para obtener las 

concentraciones de los distintos elementos presentes dentro de cada una.  

El material particulado muestreado entre los años 2004 y 2005 se caracterizó 

mediante la ténica de emisión de rayos-X inducidos por partículas (PIXE) utilizando 

un rayo de protones de 2.2 MeV producido por un acelerador Pelletron 9SDH-2 

(National Electrostatics Corp., Middleton, WI, USA) en el Instituto de Física de la 

UNAM, como se describe en (Sánchez-Pérez et al. 2014).  

Posteriormente la muestra de PM obtenida durante el año 2017 fue caracterizada 

por medio de fluorescencia de rayos-X (XRF) con un espectómetro de rayos X 

desarrollado en el Instituto de Física de la UNAM, utilizando tubos de rayos X de Rh 

y W, (Oxford Instruments, EUA), así como un detector Amptek Si-PIN (con una 
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resolución 160 eV a 5.9 keV). El tubo opero a 50kV y una corriente de 250 µA. la 

irradiación de cada muestra se hizo durante 900 s y por triplicado. La calibración de 

los sistemas de detección se realizó mediante la irradiación a los patrones 

elementales de película delgada (MicroMatter, Deer Harbor, WA, EUA), irradiados 

por 300 s. Las muestras se prepararon colocando en un cuadro de Mylar® de 4x4 

cm², una gota de grasa Apiezon® L diluida con tolueno (1 g /10 mL) que se dejó 

secar por 1 h. Posteriormente se adhirió aproximadamente 1 mg de PM y se 

colocaron en marcos de transparencia. Las muestras se irradiaron en vacío a 45º. 

La radiación captada se transformó en pulsos electrónicos mediante un amplificador 

acoplado a un analizador multicanal (Ortec, USA). Los espectros se analizaron a 

través del programa de sistema de análisis cuantitativo de rayos X (QXAS Versión 

3.6) del Organismo Internacional de Energía Atómica, para XRF, con acceso libre y 

se comparó con los patrones calibrados. 

 

5.3 Cultivo celular de la línea A549  
 

Este trabajo se desarrolló con la línea celular A549 (línea celular de tipo epitelial 

derivada de un adenocarcinoma pulmonar) obtenida de la American Type Culture 

Collection (ATCC, No. CCL-185). Las células fueron cultivadas conforme lo 

recomendado por la ATCC, en medio de cultivo F12K (Gibco, No. 21127-022), 

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco, No. 160000) a 37ºC en una 

atmósfera con una concentración de CO2 del 5%.  

 

5.4 Exposición a Material particulado (PM10) 
 

Se sembraron 90,000 y 300,000 células en placas de 12 pozos (3.8 cm2) y de 6 

pozos (10 cm2) respectivamente. Una vez transcurridas 24 horas desde el 
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sembrado, cuando las células se encontraban a un 70% de confluencia, se realizó 

el cambio de medio de cultivo a las células. Las PM10 a utilizar se esterilizaron en 

autoclave y resuspendieron en medio F12K+10% de SFB obteniendo una 

concentración de 1mg/ml. Esta mezcla se agitó con vórtex y posteriormente se 

añadió el volumen necesario al pozo con las células A549 llevando a una 

concentración final de 10 μg/cm2. Las células fueron mantenidas en incubación por 

24 horas. De manera paralela, como control se mantuvieron cultivos sin exponer en 

las mismas condiciones.  

 

5.5 Extracción de RNA  
 
Posterior a la exposición a PM10 durante 24 horas, se extrajo el RNA total usando 

TRIZOL (Ambion, No. 15596018) siguiendo las recomendaciones del fabricante 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) como indica el siguiente 

protocolo:  

 

Se retiró el medio de cultivo de cada pozo, las células fueron lavadas con 1 ml de 

PBS, se retiró el PBS, se añadió 1ml de TRIZOL, y se raspó el pozo con la punta de 

una pipeta, el contenido de cada pozo fue colocado en tubos de 1.5 ml e incubado 

a temperatura ambiente por 10 minutos. Después se añadieron 200 μl de cloroformo 

(SIGMA, C-2432) a cada tubo, y estos se agitaron fuertemente por 15 segundos 

para luego ser incubados a temperatura ambiente por 3 minutos. Posteriormente, 

se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm a 4ºC por 15 minutos. Se recuperó 

cuidadosamente la fase acuosa (superior) y se transfirió a un nuevo tubo. A cada 

tubo se añadieron 500 μl de isopropanol (SIGMA, I9516) y se incubaron a 

temperatura ambiente por 10 minutos, para su posterior centrifugación a 12,000 rpm 

por 10 minutos a 4ºC. Se decantó el sobrenadante y se lavó el botón con 1 ml de 

etanol al 70% (EMD Millipore Corporation, No. 1.08543.0250) y se resuspendió el 

botón en vortex. Los tubos fueron centrifugados nuevamente a 7,000 rpm por 5 

minutos a 4ºC. Finalmente se retiró el sobrenadante y se resuspendió el botón en 
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40 μl de agua libre de RNAsas, se calentaron las muestras a 60ºC por 10 minutos, 

y se almacenaron a -70ºC hasta su uso. 

 
5.6 Cuantificación y análisis de integridad de RNA 
 

La cuantificación y pureza del RNA (índice 260/280) se realizó en un 

espectrofotómetro (NanodropTM 2000, Thermo Scientific Wilmington, DE, USA) 

mediante el análisis de 1 μl de cada muestra.  

La integridad del RNA se evaluó mediante la electroforésis, en geles de agarosa al 

1.5% a 100 V por 45 minutos con 300 ng de RNA de cada muestra. Los geles fueron 

observados en un transiluminador (UVP ChemiDoc-ItTS3 Imager) para valorar la 

integridad del RNA. Las muestras se almacenaron a -70ºC hasta su uso.  

 

5.7 Síntesis de cDNA y qPCR 
 
Una vez obtenidos los datos de concentración e integridad del RNA, se calculó la 

cantidad de RNA necesaria para la realización de la reacción de la retro-

transcriptasa, y los volúmenes necesarios de los componentes del kit High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), se diseñó el programa para 

la síntesis de cDNA en el termociclador (Axygen Maxygene), y el programa para la 

amplificación por qPCR del software de Applied Biosystems. 

 

5.8 Síntesis de cDNA 
 

Se descongelaron los componentes: 10X RT Buffer10X, RT Random Primers y 25X 

dNTP Mix (100mM), se mezclaron y se centrifugaron rápidamente y se colocaron 

en hielo hasta su uso. Se tomaron 300 ng de RNA de cada muestra y se llevaron a 

un volumen final de 10 μl con agua libre de RNAsas manteniéndose en una gradilla 

refrigerada a -20ºC.   

Cada reacción se preparó añadiendo los componentes de la siguiente manera: agua 

libre de nucleasas (3.2 μl), 10X RT Buffer (2 l), 25X dNTP Mix 100mM (0.8 μl), 10X 

RT Random Primers (2 μl), inhibidor de RNasa (1 μl), MultiScribeTM Reverse 
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Transcriptase (1 μl), para un volumen total de 10 μl por reacción. Estos últimos 10 

μl de RT Master mix 2X se agregaron a cada tubo con 10 μl de RNA, se mezclaron 

las muestras en un vortex y se centrifugaron brevemente.  

Los tubos con la Master mix 2X y el RNA se colocaron en un termociclador siguiendo 

el siguiente programa: 10 min a 25ºC; 120 min a 37ºC; y 5 min a 85ºC. El cDNA fue 

almacenado a -20ºC hasta su uso.  

  

5.9 Determinación de la expresión de hMSH2, hMSH6 y hMLH1 por 
qRT-PCR 
 

Se realizó cada reacción con los siguientes componentes: agua libre de nucleasas 

(6.8 μl), TB Green Advantage Premix 2X (10 μl), PCR forward Primer 10 μM (0.4 μl), 

PCR Reverse Primer 10 μM (0.4 μl) (Tabla 2), ROX Reference Dye LSR 50X (0.4 

μl), para un volumen final de 18 μl. La mezcla se preparó en un tubo dependiendo 

el número total de muestras a evaluar por cada gen.  

Se tomó el volumen necesario de la mix para hacer cada muestra por triplicado en 

un tubo nuevo, posteriormente se adicionaron 6 μl de cDNA (5 ng/μl), para un 

volumen final de 60 μl. Estos tubos se mezclaron y centrifugaron rápidamente y se 

colocaron 20 μl de la mezcla en cada pozo correspondiente, en una placa de 96 

pozos o en tiras de 8 tubos (Applied Biosystems REF 4346906 y REF 4358293). 

Estos se centrifugaron a 1,200 rpm por dos minutos antes de taparse la placa o la 

tira de tubos, revisando que no hubiera burbujas en el volumen de reacción, y 

centrifugando de nuevo por 1 minuto a la misma velocidad.  

 

La reacción se llevó a cabo en el termociclador Step One PlusTM Real-Time PCR 

System de Applied Biosystems, dando inicio al programa y el análisis. Las 

secuencias de primers utilizados para cada gen se encuentran descritas en la tabla 

2. El programa utilizado para evaluar la expresión de los tres genes consistió en las 

siguientes etapas: desnaturalización (1 ciclo de 95ºC por 10s); amplificación (35 

ciclos con una etapa de 95ºc por 15 s y una segunda etapa de 60ºC por 60s); y 

disociación (1 ciclo con una etapa de 95ºC por 15 s, otra de 60ºC por 60 s, y otra de 

95ºC por 15 s).  



 28 

 

 

         Tabla 2. Secuencias de primers utilizados para qRT-PCR 
 

hMSH2 
Sentido 5’- AGA GAC AGG TTG GAG TTG GG -3’ 

Antisentido 5’- GTC TCC AGC AGT CTC TCC TC -3’ 

 
hMSH6 

Sentido 5’- TGG TGG CTC TGA TGT GGA AT -3’ 

Antisentido 5’- AGA GCC ATT TCC AGT CAC CA -3’ 

 
hMLH1 

Sentido 5’- CAG GCC ATT GTC ACA GAG GA -3’ 

Antisentido 5’- CCC GAT GTC TCT TTC TGG GG -3’ 

 
GAPDH 

Sentido 5’- GCA AAT TCC ATG GCA CCG TC -3’ 

Antisentido 5’- AGC ATC GCC CCA CTT GAT TT -3’ 

 

 

5.10 Extracción de proteínas totales  
 

Se sembraron 300,000 células A549 en placas de seis pozos, y se expusieron a 10 

μg/cm2 de PM10 durante 24 horas. Posteriormente se llevó a cabo la extracción de 

proteínas totales de cada pozo de la siguiente manera:  

Se aspiró el medio de cultivo de cada pozo y se lavó con 1ml de PBS, el cual se 

removió dejando el pozo seco. Se añadieron 120 μl de buffer de lisis (realizado para 

100 ml de la forma: 4ml de TRIS 0.5M + 15ml NaCl 1M+1ml IGEPAL + 80ml H2O) 

más un inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo Scientific REF: 78440) en cada 

pozo Siendo el volumen del inhibidor usado de 10 μl por cada 1ml de buffer de lisis. 

La placa se colocó en hielo en agitación constante por 10 minutos. Posteriormente 

se raspo la superficie de cada pozo y se recuperó el sobrenadante en un tubo de 

1.5 ml, el cual fue centrifugado por 5 minutos a 13,000 rpm a 4ºC. El sobrenadante 

se recuperó en nuevos tubos, y se realizaron alícuotas para evitar la contaminación. 

Las muestras se almacenaron a -20ºC hasta su uso.  

 

5.11 Cuantificación de proteínas totales   
 
Se prepararon las muestras tomando 1 μl del extracto de proteína y adicionando 9 

μl de Tris 10mM pH 7.4, la cuantificación se realizó por triplicado utilizando el kit 
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PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific No. 23227). En una placa de 96 

pozos, primero se cargó por triplicado la curva de albúmina de suero bovino (BSA) 

(de 1.25, 2.5, 5 y 10 μg/μl) la cual se obtiene de la dilución seriada de ampolletas 

de albúmina a 2mg/ml, posteriormente se cargaron 10 μl de cada muestra por 

triplicado. A cada pozo se agregaron 200 μl de reactivo de trabajo (BCA+ CuSO4 en 

relación 100:2). La placa se calentó a 90ºC por 10 minutos, dejándola enfriar a 

temperatura ambiente. Finalmente se analizó la concentración de proteína haciendo 

uso del lector de placas Tecan Infinite M200 PRO, y leyendo las muestras a una 

longitud de onda de 570 nm.  

 
 

5.12 Determinación de niveles de proteína de hMSH2, hMSH6 y hMLH1 
 
La evaluación de los niveles de proteína de hMSH2, hMSH6 y hMLH1, se realizó 

mediante ensayos de Western Blot.  

Los extractos de proteína obtenidos se corrieron por electroforesis en geles de 

acrilamida (Bio-Rad No. 1610156) usando un gel separador al 12% y un gel 

concentrador al 5%, cargando 25 μg de proteína en conjunto con los volúmenes 

necesarios de Tris 10 mM pH 7.4 y de Buffer Laemmli 5% (Bio-Rad, No. 161-0737) 

con 5% de 2-Mercaptoetanol (BME) para obtener una relación 1:1 entre el volumen 

de proteína/Tris y el buffer Laemmli/BME. Posteriormente las muestras fueron 

sometidas a electroforesis en los geles previamente preparados, con buffer 

Tris/Glicina/SDS (Bio-Rad No.161-0772) durante 1:30 horas para hMSH2 y hMLH1 

y por 2 horas para hMSH6, a un voltaje de 170 V.  

 

Posteriormente se transfirieron las proteínas del gel a una membrana de PVDF con 

un poro de 0.45 µm, estabilizada con buffer de transferencia 

(Tris/Glicina/Metanol/H2O), con ayuda del equipo Trans-Blot® TurboTM (Bio-Rad, No. 

1704150) a un voltaje de 25 V con amperaje menor a 1.0 A por 30 minutos. 

Posteriormente la membrana se bloqueó con una dilución de leche en polvo baja en 

grasa al 5% en TBS (Bio-Rad No.170-6435) + 0.1%Tween (Golden Bell Reactivos 



 30 

No. 25610) (TBST) durante una hora a temperatura ambiente en agitación 

constante. Posterior a esto se incubó la membrana con el anticuerpo primario de la 

proteína a evaluar; hMLH1 con una dilución 1:1000 (Cell Signaling, 4C9C7, Mouse 

mAb 3515), hMSH2 diluido 1:1000 (Cell Signaling, D24B5, XP, Rabbit mAb 2017), 

o hMSH6 igualmente en dilución 1:1000 (Cell Signaling, 3E1, Mouse mAb 12988), 

en leche al 5% y en agitación constante a 4ºC durante toda la noche (12-16 horas). 

Después de la incubación se realizaron 3 lavados de 10 minutos en TBST en 

agitación, y se incubó el anticuerpo secundario anti-ratón (Amersham, NXA931) en 

caso de hMLH1 o hMSH6, o el anticuerpo secundario anti-conejo (Amersham,  

NA934) en caso de hMSH2, por 1 hora a temperatura ambiente en agitación a una 

dilución 1:3000 en leche baja en grasa al 5% en TBST. Se realizaron 3 lavados con 

TBS+Tween 0.1% (TBST) de igual duración y se realizó el revelado de la membrana 

haciendo uso del kit Millipore Immobilon Western (HRP Substrate Peroxide Solution 

y HRP Substrate Luminol Reagent), el revelado se llevó a cabo en el 

fotodocumentador (UVP ChemiDoc-ItTS3 Imager) con un 56% de enfoque, y una 

apertura de f0.95, sin usar ninguna fuente de luz ni filtro para poder observar las 

proteínas de interés. 

Posteriormente al revelado de la proteína de interés se llevó a cabo la incubación y 

revelado de la proteína control. Como control de carga se utilizó GAPDH, siendo 

determinada tras un lavado de la membrana de 15 minutos con TBST a temperatura 

ambiente, repitiendo el procedimiento anterior desde el bloqueo de la membrana, 

utilizando el anticuerpo primario para GAPDH (Santa Cruz Biotechnology No. sc-

32233) y el anticuerpo secundario (anti-ratón), ambos en una dilución 1:3000 en 

leche baja en grasa 5% en TBST, incubados por 1 hora a temperatura ambiente y 

agitación constante.  

 

5.13 Detección subcelular de hMSH6 y hMSH2 por 
inmunofluorescencia  
 
Para evaluar la localización subcelular del complejo MutSα se realizó una co-

inmunofluorescencia entre hMSH2 y hMSH6 (proteínas que componen dicho 

complejo). 
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Primero se sembraron 18,000 células (A549) de la manera previamente descrita en 

laminillas de 8 pozos (Thermo Fisher Scientific #177402), y después de 24 h, se 

expusieron a 10 μg/cm2 de PM10 durante 24hrs. 

Transcurridas las 24 hrs de exposición, se removió el medio de cultivo de cada pozo, 

y se realizó un lavado de cinco min en agitación con PBS, posteriormente se retiró 

el PBS y se fijaron las células con una solución de formaldehido al 4% en TBS 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y en agitación. Tras la fijación se realizó 

un lavado con TBS por cinco min, y se permeabilizaron las células con una solución 

de Tritón al 0.5% en TBS durante cinco minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente se realizaron tres lavados de cinco min con TBS en agitación. 

Después, para evitar autofluorescencia se agregó una solución de borohidruro de 

sodio (Sigma-Aldrich #480886) al 0.1% en TBS por cinco min. Subsecuentemente 

se procedió a realizar el bloqueo de la laminilla añadiendo una solución de bloqueo 

[albúmina de suero bovino (BSA) al 1% en TBS + Suero de caballo 10%], 

posteriormente se removió la solución, se realizó un lavado con TBS y se añadió el 

anticuerpo primario para hMSH2 (Cell Signaling, D24B5, XP, Rabbit mAb 2017) a 

una dilución 1:100 en BSA al 1%, dejando incubar el anticuerpo a 4ºC durante toda 

la noche (12-16 horas). Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS y se 

incubo el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa 488 (Jackson Inmuno 

Research, 115-545-144) a una dilución 1:200 en BSA 1% durante una hora, en 

agitación, a temperatura ambiente y protegiendo la laminilla de la luz.  

Posteriormente se realizaron otros tres lavados con TBS y se incubo el anticuerpo 

primario para hMSH6 (Cell Signaling, 3E1, Mouse mAb 12988) a una dilución 1:100 

en BSA 1%, en agitación, a 4ºC durante 12-16 horas con la laminilla protegida de la 

luz. Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS protegiendo de la luz la 

laminilla, y se incubo el anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a Alexa 594 

(Jackson Inmuno Research,715-585-151) a una dilución 1:200 en BSA 1% en 

agitación a temperatura ambiente, protegido de la luz durante una hora. Finalmente 

se realizaron otros tres lavados con TBS tras retirar el anticuerpo secundario, se 

dejaron secos los pozos y se retiraron, dejando solo las células fijadas en la 

laminilla, está se limpió bien con etanol al 70% y se le aplicó medio de montaje con 
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DAPI (Invitrogen #P36935) suficiente y se le colocó un cubreobjetos limpio encima, 

procurando evitar la formación de burbujas y esparciendo bien el medio de montaje, 

posteriormente la laminilla se conservó a 4ºC durante una noche (12:16 horas) y 

posteriormente se limpió el exceso de medio y se fijó el cubreobjetos a la laminilla 

con barniz transparente comercial. Una vez seco el barniz, la laminilla fue observada 

con ayuda de un microscopio de fluorescencia Axio imager.D2 (Carl Zeiss), se 

tomaron fotografías de los diferentes tratamientos y posteriormente se analizaron 

los niveles de fluorescencia con ayuda del software ImageJ para evaluar de manera 

semi-cuantitativa los niveles de proteína nuclear.  

 
5.14 Análisis estadístico 
 
Todos los experimentos en los que se trabajo con células cultivadas in vitro (5.3 – 

5.13) se realizaron por triplicado. Los resultados fueron analizados mediante una 

prueba de ordinadia de ANOVA de una vía, tomando en cuenta la media obtenida 

de los resultados de las tres replicaciones de cada experimento. La media de los 

grupos expuestos a PM10 se comparo con la media obtenida de los controles 

respectivos de cada experimento. Se utilizó el ajuste de Bonferroni para corregir 

para multiples comparaciones, y evitar falsos positivos. Siendo estadísticamente 

significativas las diferencias entre los grupos cuando p < 0.05. El análisis estadístico 

se realizó con la ayuda del software Prism 7 para Mac OS X.  
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6. RESULTADOS 
 

6.1 La composición elemental del material particulado varía de acuerdo con 
el tiempo 
 
Se realizó la comparación de los datos de componentes elementales entre los dos 

periodos muestreados en diferentes años (PM10 2004-2005 y PM10 2017), obtenidos 

mediante la técnica de fluorescencia de rayos-X (XRF).  

Encontramos que las muestras difieren significativamente en la concentración de 

distintos elementos (tabla 3). Dentro de los elementos de interés debido a su 

carcinogenicidad (REF), encontramos diferencias en cuanto a la concentración de 

metales de transición específicamente Ni, Fe, Cu, Cr, Pb y Ti, que se encuentran en 

una concentración mayor en las PM10 colectadas el 2017 comparado con las PM10 

del periodo 2004-05 (figura 3).  
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 Al Ca Cr Cu Fe K Mn Ni  P Pb S Si Ti Zn 
PM10 

2004-05 
17 15 0.04 0.3 10.1 4 0.3 0.03 0.5 0.2 5 51.1 1.3 0.5 

PM10 

2017 
7.76 26.35 0.06 0.79 21.86 4.97 0.35 0.1 0.38 0.68 10.8 25.98 2.35 0.87 

Tabla 3. Concentración en unidades de μg/mg de elementos presentes en ambas de las 
muestras de PM10 utilizadas. 

Figura 3. La concentración de los distintos metales presentes en las PM varía con el 
tiempo. Se realizó una comparación de datos de concentración de μg de elemento por cada mg 
de PM10 obtenidos mediante la técnica de PIXE. Se encontró que los metales de transición (Cr, 
Cu, Fe, Mn, Ni, Ti y Zn) así como el Pb se encuentran en mayores concentraciones en las PM 
del año 2017 a comparación de aquellas muestreadas colectadas durante el periodo de 2004-
2005. El Aluminio es el único metal presente en las PM con mucha mayor representación en la 
muestra del 2004-05 que en las colectadas en el 2017.  
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6.2 El material particulado no afecta los niveles de mRNA o proteína de 
hMSH2 
 
Evaluamos el efecto del material particulado sobre la expresión génica de MSH2 

(encargada de identificar el daño al DNA (Liu et al. 2017) en células A549 expuestas 

a PM10 del 2004-05 y del 2017 durante 24 hrs a 10μg/cm2. Se observó que la 

exposición a ambas muestras de material particulado no induce cambios 

significativos en los niveles de mRNA del gen MSH2 (Figura 4A). Para observar si 

las PM tienen un efecto a nivel proteico sobre hMSH2 se evaluaron los niveles 

totales de proteína mediante Western blot, sin encontrar cambios significativos tras 

la exposición a ambas muestras de PM10 (figura 4B). 
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Figura 4. Las PM10 no inducen cambios de los niveles de expresión ni proteína de hMSH2. Las 
células A549 fueron expuestas durante 24 hrs a PM10 del 2004-05 y del 2017 a una concentración de 
10 μg/cm2 A) Se evaluaron los niveles de mRNA de hMSH2 por qRT-PCR, no se observaron cambios 
en la expresión tras la exposición a PM10 (N=3). B) Se evaluaron los niveles de proteína de hMSH2 
mediante Western Blot, no se encontraron cambios significativos en los niveles de proteína tras la 
exposición a PM10 de ninguno de los periodos de colecta (N=3).  
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6.3 El material particulado disminuye los niveles de proteína de hMSH6 
 
Se evaluó el efecto del material particulado en hMSH6, el otro componente 

necesario para la formación del complejo MutSα (Liu et al. 2017), analizándose de 

igual manera tanto los niveles de mRNA como de proteína. Se encontró una 

tendencia al incremento en los niveles de expresión de MSH6 posterior a las 24h de 

exposición, tanto con PM10 del 2004-05 y del 2017 (figura 5A), sin embargo, dicha 

tendencia no resultó significativa estadísticamente (p>0.05).  

 

Pero contrario a lo observado en la expresión génica, la exposición a PM10 del año 

2004-05 indujo de forma significativa una disminución en los niveles de proteína de 

hMSH6 (** p=0.0091 vs. control), sin embargo, la exposición a PM10 del 2017 no 

causó un cambio significativo en los niveles de esta proteína (figura 5B).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 38 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MSH6 (160 kDa) 

Figura 5. Las PM10 inducen una disminución de los niveles de proteína de hMSH6. Células A549 fueron 
expuestas durante 24 hrs a PM10 colectadas el 2004-05 y el 2017 a una concentración de 10 μg/ cm2. A) 
Mediante qPCR se evaluaron los niveles de mRNA de hMSH6 y se observó un aumento en la expresión tras 
la exposición a ambas muestras de PM10 sin embargo, dicho aumento no fue significativo (N=3). B) Se 
evaluaron los niveles de proteína de hMSH6 mediante Western Blot, y se observó que la exposición a PM10 
2004-05 induce una disminución en el nivel de proteína de hMSH6 (** p = 0.0091, N=3).  
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6.4 El material particulado disminuye los niveles de proteína hMLH1 sin 
cambiar los niveles de mRNA 
 
Una vez evaluados los efectos del material particulado en las proteínas y genes 

responsables de la formación del complejo MutSα, decidimos evaluar el efecto en 

hMLH1, uno de los componentes del complejo efector de la vía MMR, necesario 

para la reparación del daño al DNA tras su reconocimiento.  

 

Se observó que las PM10 de los años 2004-05 y 2017 no cambian la expresión del 

gen de MLH1 posterior a 24h de exposición (figura 6A) pero si disminuye 

significativamente los niveles de la proteína hMLH1 (*p = 0.0491 vs. control) tras la 

exposición a PM10 del 2004-05, mientras que la exposición a PM10 del 2017 no 

induce cambios en los niveles de esta proteína (figura 6B).  
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Figura 6. Las PM10 inducen disminución de los niveles de la proteína de hMLH1. Las células A549 
fueron expuestas durante 24 hrs a PM10 colectadas el 2017 y a PM10 del 2004-05, a una concentración de 
10 μg/ cm2. A) Se evaluaron los niveles de mRNA de hMLH1 por qRT-PCR, y no se observaron cambios 
en la expresión tras la exposición a PM10 (N=3). B) Se evaluaron los niveles de proteína de hMLH1 
mediante Western Blot, se observó que la exposición a PM10 colectadas en 2004-05 indujo una 
disminución en el nivel de proteína de hMLH1 (*p = 0.0491, N=3).  
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6.5 La exposición a PM10 altera la distribución de las proteínas hMSH2 y 
hMSH6 disminuyendo sus niveles en núcleo 
 

Mediante inmunofluorescencia, se observó un aumento de hMSH2 (verde) en el 

citoplasma de células expuestas a PM10 de ambos años de colecta (Figura 7A). Si 

bien no se observaron cambios obvios en los niveles nucleares de hMSH2 como de 

hMSH6 (rojo), al realizar el análisis de la intensidad de la señal nuclear de hMSH2 

y hMSH6 por densitometría, y se encontró que la exposición tanto a PM10 del 2004-

05 como del 2017 disminuye significativamente los niveles nucleares de ambas 

proteínas (**p = 0.0026 y **p =0.0036 respectivamente para hMSH2;  y **p=0.0015 

y **p= 0.0041 para hMSH6) (figura 7B y 7C).  
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Figura 7. Las PM10 disminuyen los niveles nucleares de hMSH2 y hMSH6. Células A549 fueron 
expuestas durante 24 hrs a PM10 del 2017 y a PM10 del 2004-05 de la CDMX a una concentración de 10 
μg/ cm2. A) Se evaluó la localización sub-celular de las proteínas hMSH2 y hMSH6 (señal verde y roja 
respectivamente) por co-inmunofluorescencia, y se observó que la exposición a PM10 tanto del 2004-2005 
como del 2017 de la CDMX indujo un aumento en la señal citoplásmica de hMSH2.  Se midió la intensidad 
de la señal de hMSH2 (B) y hMSH6 (C) en núcleo, y se encontró una disminución significativa en los niveles 
de fluorescencia de ambas proteínas, en células expuestas a PM10 tanto del 2004-2005 como del 2017 
(siendo para hMSH2 **p = 0.0026 y **p =0.0036 respectivamente; y para hMSH6 **p= 0.0015 y **p= 
0.0041).  
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7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

Las PM10 forman parte de los contaminantes criterio del aire que se caracterizan por 

ser perjudiciales para la salud en humanos (SEDEMA, 2015; EPA, 2017). Las PM 

están clasificadas como un carcinógeno para los humanos (IARC, 2013) y 

principalmente han sido asociadas al desarrollo y mortalidad por cáncer de pulmón 

(Pope et al. 2002; Chen et al. 2016; Zhou et al. 2017). Sin embargo, los mecanismos 

celulares mediante los cuales este contaminante puede favorecer el desarrollo de 

cáncer deben ser estudiados aún con mayor profundidad. Este trabajo tuvo como 

objetivo evaluar el efecto de la exposición de células epiteliales de pulmón A549 a 

10 μg/cm2 de PM10 por 24 horas en diferentes proteínas de la vía de reparación de 

bases mal apareadas (MMR) como hMSH2, hMSH6 y hMLH1. El correcto 

funcionamiento de la vía MMR evita la acumulación de mutaciones en el DNA, y por 

lo tanto su alteración puede dar lugar al desarrollo de neoplasias, entre las que se 

encuentra el cáncer de pulmón (Herman et al. 1998; Dowty et al. 2013; Carethers y 

Stoffel, 2015).  

 

Para la realización de este proyecto se utilizó como modelo la línea celular A549 

proveniente de un carcinoma pulmonar de células alveolares (Lieber et al. 1976), y 

cuya caracterización a nivel genómico (Hellmann, 2001) y proteómico (Korrodi-

Gregório et al. 2016) ha mostrado que esta línea celular no presenta alteraciones 

en el gen de TP53 ni en otros genes encargados de reparación del DNA (Blanco 

et al. 2009). Por otra parte, esta línea celular muestra una respuesta al daño en DNA 

similar a la respuesta en líneas celulares no tumorigénicas de pulmón, como son las 

BEAS-2B y las NHBE, tras la exposición a agentes genotóxicos (Zhao et al. 2009; 

Biola-Clier et al. 2017), por lo que se consideran un buen modelo para estudios 

sobre el funcionamiento de los mecanismos de reparación. Aunado a lo anterior, las 

células A549 se han utilizado para el estudio de los efectos de metales (Peterson-

Roth et al. 2005; Scanlon et al. 2017), hidrocarburos aromáticos policíclicos (Bai 

et al. 2017) y material particulado (Palacio et al. 2016; Lai et al. 2016; Vuong et al. 

2017), por lo que esta línea celular es considerada un buen modelo para realizar 

estudios toxicológicos y del funcionamiento de las vías de reparación del DNA.  
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En este trabajo se utilizó una dosis de 10 μg/cm2 de PM10, la cual ha sido 

previamente reportada como una dosis sub-letal, debido a que no induce cambios 

en la viabilidad, pero si, alteraciones a nivel molecular y celular (Ferecatu et al. 2010; 

Quezada-Maldonado et al. 2018; Sánchez-Pérez et al. 2009; Morales-Bárcenas 

et al. 2015). Además dicha concentración equivale a cinco días de exposición en 

humanos (Li et al. 2003).  

 

Si bien, se sabe que componentes de las PM inducen diversos daños moleculares, 

es importante analizar el efecto que tienen las PM como mezcla compleja, ya que 

se conoce que existen efectos sinérgicos o antagónicos generados por la 

interacción entre sus componentes (Chen et al. 2013), eventos que no se verían 

reflejados si se analizaran las fracciones orgánica, inorgánica y biológica por 

separado. Por otra parte se sabe que los efectos de las PM dependen directamente 

de su composición (Alfaro-Moreno et al. 2002; Osornio-Vargas et al. 2003; 

Manzano-León et al. 2013) la cual varía de manera espacio-temporal y conforme a 

las actividades antropogénicas y procesos meteorológicos (Bell et al. 2007; Mugica 

et al. 2009).  

 

Debido a que la composición de las PM está estrechamente relacionada con el nivel 

y tipo de daño, en este trabajo se decidió evaluar el efecto diferencial de PM10 

colectadas en dos años diferentes sobre la vía de reparación de bases mal 

apareadas. Se conoce que las PMs causan daño al DNA (Salcido-Neyoy et al. 2015; 

Sánchez-Pérez et al. 2009; Garçon et al. 2006; Lepers et al. 2014; García-Cuellar 

et al. 2002) pero no se conoce con exactitud si estos daños son reparados 

correctamente. Además del daño generado por compuestos exógenos, las células 

son susceptibles a desarrollar daño de tipo endógeno durante la replicación del 

DNA, el cual puede modificar la secuencia del genoma, permitiendo la aparición de 

mutaciones. Por lo tanto, fue de interés analizar cuál es el efecto del material 

particulado sobre una vía de reparación MMR, ya que en caso de que el daño tanto 
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endógeno como exógeno no se repare correctamente, se pueden acumular 

alteraciones a nivel genómico que dan lugar a procesos de inestabilidad genómica.  

 

La evaluación del impacto de las PM10 en la vía de reparación de MMR fue de 

nuestro interés debido a su papel fundamental en el proceso de replicación del DNA, 

y esta es un vía que se conserva desde organismos procariontes y juega un papel 

muy importante en el mantenimiento de la estabilidad del genoma (Liu et al. 2017). 

Previos  trabajos reportan que proteínas que pertenecen a esta vía, como hMLH1 y 

hMSH2, son susceptibles a cambios causados por la exposición a contaminantes 

del aire intramuros, específicamente el humo de leña (Mukherjee et al. 2014).   

 

En este trabajo encontramos que, tras la exposición a PM10 del año 2004-2005 los 

niveles de proteína de hMSH6 disminuyeron significativamente, dicha tendencia 

también fue encontrada tras la exposición a PM10 del 2017 aunque ésta no fue 

estadísticamente significativa. Esta disminución concuerda con lo ya reportado en 

la literatura con respecto al efecto de algunos componentes oxidantes presentes en 

el material particulado como es el cadmio (Hsu et al. 2010). Sin embargo, la 

concentración de metales es mayor en las PM10 2017 comparadas con las PM10 

2004-05, siendo que las primeras no mostraron ningún efecto significativo sobre los 

niveles de esta proteína. Por lo tanto es posible que otros componentes del PM sean 

los responsables de los cambios observados en hMSH6, como podría ser el caso 

de los HAPs, dentro de los cuales encontramos al benzo(a)pireno que igual ha 

demostrado capacidad de disminuir los niveles de esta proteína (Chen et al. 2013).  

 

La disminución de hMSH6 podría tener como efecto directo en los niveles de 

dímeros de hMSH2/hMSH6 (complejo MutSα), ya que hMSH2 es más susceptible 

a ser ubiquitinada y degradada en su estado monomérico (Zhang et al. 2014) y con 

base en esto, esperábamos que los niveles de hMSH2 disminuyeran tras la 

exposición a PM10 debido a la pérdida de estabilidad y a su probable ubiquitinación 

como consecuencia de la disminución de hMHS6, sin embargo, este no fue el caso. 

Tras las 24hrs de exposición a PM10 de ambos años de colecta, no encontramos 
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cambios significativos en los niveles de mRNA ni de proteína de hMSH2, contrario 

a lo esperado. Posiblemente el efecto en los niveles de hMSH2 ocurra en tiempos 

más largos de exposición. 

 

Al analizar la localización subcelular de ambas proteínas, se observó una 

disminución de los niveles nucleares de hMSH6 tras la exposición a PM de ambos 

años, siendo este resultado concordante a lo observado mediante el análisis de la 

proteína total, pudiendo deberse entonces esta disminución en núcleo a la 

disminución de la proteína total. Por otro lado, se encontró que la exposición a PM10 

no reduce los niveles totales de hMSH2 (Fig.4B) pero si se observa una disminución 

significativa de la abundancia de esta proteína en núcleo posterior a la exposición a 

ambas muestras de PM10 (Fig. 7B). Esto nos lleva a pensar que las PM10 inducen la 

retención de hMSH2 en citoplasma. Por lo tanto, la disminución en los niveles 

nucleares de hMSH2 puede deberse a que esta proteína pierde capacidad de 

translocación nuclear en ausencia de hMSH6, ya que el complejo formado por 

ambas proteínas debe dimerizar en citoplasma antes de translocar al núcleo 

(Christmann y Kaina, 2000). Esto puede deberse al hecho de que hMSH2 no cuenta 

con un dominio o señal de localización nuclear (NLS) la cual es necesaria para la 

translocación de proteínas a núcleo (Edelbrock et al. 2013), mientras que, hMSH6 

cuenta con tres secuencias de localización nuclear funcionales en su región amino 

terminal (NTR) (Gassman et al. 2011). Por lo tanto, la disminución en los niveles de 

proteína de hMSH6 inducida por las PM10 probablemente alteran la formación de 

dímeros MutSα y por lo tanto la translocación nuclear de hMSH2, la cual queda 

retenida en citoplasma.  

 

Si bien, la reducción de hMSH6 pudiera ser un factor causal de la disminución en la 

translocación nuclear de hMSH2, la exposición a PM10 2017 no tuvo un efecto 

significativo sobre los niveles de proteína de hMSH6, pero si provocó la disminución 

en los niveles nucleares de hMSH2 y su retención en citoplasma. Por lo tanto, puede 

que otros mecanismos regulatorios de la translocación nuclear de estas proteínas 

sean los causantes de esta retención y se vean alterados por la exposición a PM10.  
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Uno de los posibles mecanismos para la retención de hMSH2 observada, es la 

fosforilación de hMSH6. Ya que se ha demostrado la presencia de diferentes sitios 

de fosforilación en hMSH6, encontrándose varios en su región amino terminal (NTR)   

(Beausoleil et al. 2004; Beausoleil et al. 2006; Matsuoka et al. 2007; Daub et al. 

2008) (Kaliyaperumal et al. 2011) la cual es esencial para su translocación, ya que 

esta región contiene secuencias funcionales de localización nuclear (Gassman et al. 

2011). Se ha reportado que CK2 y PKC (Kaliyaperumal et al. 2011), promueven la 

translocación de MutSα mediante su fosforilación (Christmann et al. 2002). En este 

sentido se sabe que componentes de las PM, así como el estrés oxidante pueden 

alterar patrones de fosforilación de diferentes proteínas (Ou y Ramos 1992; Kim y 

Andreazza 2012; Shrivastava et al. 2014). Por lo tanto, es factible que la exposición 

a PM10 altere las marcas de fosforilación necesarias para mantener la estabilidad 

del complejo y evitar la degradación de hMSH6, así como para inducir su 

translocación nuclear, lo cual pudiera aumentar su susceptibilidad a degradación y 

reducir la capacidad del dímero hMSH2/hMSH6 de translocar a núcleo.  

 

Por otro lado, se ha reportado que el estrés oxidante puede inducir alteraciones en 

los componentes de la maquinaria encargada del transporte de proteínas a través 

de la envoltura nuclear e inhibir tanto el exporte e importe de moléculas al núcleo 

(Kodiha et al. 2004; Crampton et al. 2009), por lo que en conjunto la desregulación 

de estos mecanismos a causa del estrés oxidante generado por la exposición a 

PM10 podría ser el causante de la ineficiencia en la translocación nuclear observada 

en las proteínas del complejo MutSα.  

 

De manera contraria a lo observado a nivel de proteína, los niveles de mRNA de 

hMSH6 presentaron una tendencia al aumento tras la exposición a PM10 2004-05. 

Lo cual pudiera deberse a una activación de la vía de MMR en respuesta al daño 

inducido por el material particulado, ya que hMSH6 actúa en respuesta a la 

presencia de agentes alquilantes (Hickman y Samson, 1999; Christmann y Kaina, 

2000; Cahill et al. 2007; Chen et al. 2013), los cuales podemos encontrar dentro de 
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los diversos componentes del material particulado (Greenberg et al. 1993; Butler et 

al. 1987).  

 

Esta discrepancia entre los niveles de mRNA y proteína posiblemente se pueda 

explicar mediante las alteraciones a nivel post-traduccional que hemos discutido 

anteriormente y las cuales podrían derivar en la pérdida de estabilidad de la proteína 

e inducir su degradación y por lo tanto su disminución. 

 

En este trabajo también se evaluó el efecto de la exposición a PM10 en hMLH1, una 

de las proteínas necesarias para que se lleve a cabo la reparación del daño una vez 

reconocido por el complejo MutSα. Al evaluar los niveles de mRNA y proteína de 

hMLH1 tras 24h de exposición a PM10 encontramos que la expresión génica no se 

ve alterada por las PM10 de ningún año de colecta, sin embargo, las PM10 del 2004-

05 si causaron una disminución significativa en los niveles de proteína.  

 

Al igual que hMSH2 y hMSH6, hMLH1 es regulado por modificaciones post-

traduccionales, y la estabilidad de esta proteína también puede ser regulada por 

procesos de fosforilación. Específicamente, la fosforilación en el residuo S406 es 

necesaria para la estabilización y acumulación de esta proteína (Romeo et al. 2011). 

Con base en esto se refuerza la idea de que las PM10 así como el estrés oxidante 

que éstas inducen, pudieran estar alterando las marcas de fosforilación, como las 

encargadas de la estabilización de las proteínas de esta vía, siendo posible que la 

alteración de la fosforilación de hMLH1 en S406 sea causa de la disminución de 

hMLH1 tras la exposición a PM, en conjunto con la activación de la vía de 

degradación por proteosoma como se discutió anteriormente.  

 

Además, los niveles de hMLH1 al igual que con hMSH6, pueden ser regulados por 

la actividad del proteosoma (Hernandez-Pigeon et al. 2004; Abildgaard et al. 2019) 

el cual puede ser activado por las PM10 (Lai et al. 2016) las que además generan 

oxidación y degradación de proteínas a causa de la inducción de estrés oxidante 

(Pardo et al. 2016; Lai et al. 2016; R. Zhao et al. 2018) por lo que posiblemente el 
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estrés oxidante inducido por el material particulado esté promoviendo la 

degradación de hMLH1.  

 

Debido a los resultados obtenidos en este trabajo, así como por la composición de 

las PM colectadas en diferentes años, consideramos que el estrés oxidante podría 

estar jugando un papel importante en los efectos observados en las proteínas de la 

vía MMR tras la exposición a PM. Si bien se conoce que los metales, son los 

principales inductores de estrés oxidante mediante reacciones las de Fenton y 

Harber-Weiss (Li et al. 2008), otros componentes del material particulado como los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos son capaces de inducir estrés oxidante 

mediante su biotransformación a quinonas, en la que estos HAPs son activados 

metabólicamente por los citocromos P450s y la enzima epóxido hidrolasa, formando 

un trans-dihidrodiol, que sirve como sustrato para las enzimas Aldo-ceto reductasas 

(AKR), que catalizan la formación de catecol, el cual se oxida en o-quinonas. 

Durante esta conversión, se producen especies reactivas de oxígeno (EROs) y sus 

precursores como peróxido de hidrógeno y el anión superóxido (Penning et al. 1999; 

Palackal et al. 2001). Además, estas o-quinonas pueden sufrir reducciones no 

enzimáticas volviendo a formarse el catecol, y por lo tanto, se puede dar un ciclo de 

reacciones de óxido-reducción que tiene como resultado la múltiple formación de 

EROs (Penning et al. 1999; Palackal et al. 2001). Esto es importante ya que como 

mencionamos anteriormente los efectos encontrados sobre las proteínas del 

sistema MMR son inducidos por las PM10 2004-2005, las cuales contienen una 

menor concentración de metales comparada con el material particulado del 2017, 

por lo que es posible que además de los metales, sean los HAPs los que induzcan 

estos efectos, además se ha demostrado previamente que los HAPs como el 

benzo(a)pireno pueden alterar vías de reparación, específicamente la vía de 

reparación de bases mal apareadas (Chen et al. 2013). 

 

Por otro lado, y como ya se mencionó anteriormente, el material particulado también 

contiene elementos biológicos, dentro de los cuales destacan las endotoxinas o 

lipopolisacáridos derivados de la pared celular de bacterias grama negativas. Estas 
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endotoxinas han mostrado jugar un papel importante en la generación de 

inflamación derivada de la exposición a material particulado y su capacidad de 

inducir la producción de moléculas inflamatorias (Bonner et al. 1998). 

 

Dos de estas moléculas, el factor de necrosis tumor al alfa (TNF-a) y la interleucina 

6 (IL-6), las cuales ya se han reportado como moléculas inflamatorias inducidas en 

respuesta a la exposición a material particulado (Alfaro-Moreno et al. 2002; Cachon 

et al. 2014), también han mostrado capacidad de alterar la expresión génica, niveles 

de proteína, y localización nuclear de diferentes componentes de la vía MMR 

(Fernandes et al. 2007; Eso et al. 2016; Tseng-Rogenski et al. 2015; Germini et al. 

2019).  

 

Específicamente hMSH3 que también forma parte de la vía MMR, es retenido en 

citoplasma en células tratadas con IL-6 (Tseng-Rogenski et al. 2015), mientras que 

el tratamiento con TNF-α provoca una disminución en la expresión génica y en los 

niveles de la proteína hMSH2 en células hepáticas (Eso et al. 2016). A su vez la 

expresión de TNF-α en muestras de cáncer colorectal ha sido asociada con bajos 

niveles de las proteínas hMLH1 y hMSH2 (Germini et al. 2019). Por lo tanto, es 

posible que la respuesta inflamatoria inducida tras la exposición a PM, participe en 

las alteraciones observadas en este trabajo y por lo cual sería interesante realizar 

la comparación entre los niveles de endotoxina contenidos entre las PM 2004-05 y 

2017, ya que por los efectos observados es plausible que las PM 2004-05 sean 

capaces de inducir mayor concentración de moléculas proinflamatorias. 

 

Otras de las moléculas alteradas por la exposición a  PM  son o los micro-RNAs 

(miRNAs)  (Quezada-Maldonado et al. 2018),  lo cuales son moléculas que regulan 

la expresión génica y pueden incrementar o disminuir los niveles de proteína y 

mRNA de diferentes genes blanco (Pillai, 2005).   

 

En relación con la vía MMR, el miR-155 se encarga de la regulación de hMLH1, 

hMSH2 y hMSH6, el cual es capaz de promover la inestabilidad genómica al reducir 
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los niveles de estas proteínas  (Valeri et al. 2010; Czochor et al. 2016). Los niveles 

del miR-155 se han encontrado sobre-expresados en personas expuestas a niveles 

altos de PM10 intramuros (Liu et al. 2019) y además se ha visto aumentado en 

cáncer (Valeri et al. 2010). Por lo anterior, es posible que la disminución en los 

niveles de hMLH1 y hMSH6 observada en este trabajo sea causado por un aumento 

en la expresión y actividad del miR-155 a causa de la exposición a PM10.  

 

De manera general, las alteraciones en la vía de reparación MMR pueden 

desregular procesos celulares esenciales que evitan el desarrollo de neoplasias. 

Mutaciones en uno solo de los cuatro genes hMSH6, hMSH2, hMLH1 y hPMS2 son 

suficientes para causar el desarrollo de inestabilidad microsatelital, lo cual induce 

un aumento en la tasa de mutación y predispone al desarrollo de cáncer (Ismael 

et al. 2017). Por lo tanto, las alteraciones inducidas por el material particulado en 

los componentes de la vía MMR podrían ser un mecanismo a través del cual las PM 

predispongan al desarrollo del proceso carcinogénico, que estaría asociado a una 

deficiente capacidad de reparación de daño en bases mal apareadas.  

 

De manera específica la ausencia de hMLH1 promueve procesos de proliferación, 

migración e inhibición de la apoptosis en modelos in vitro (Fukuhara et al. 2014; 

Yanamadala y Ljungman, 2003). Mientras que células deficientes en hMSH6 se 

vuelven resistentes a la muerte celular por apoptosis inducida por agentes 

terapéuticos, e incrementan su capacidad tumorigénica (Hickman y Samson 1999; 

Chen et al. 2013; Hunter et al. 2006; Cahill et al. 2007). Debido a que en este trabajo 

encontramos disminución de hMLH1 y hMSH6 posterior a la exposición a PM, sería 

interesante explorar si estos cambios se relacionan con alteraciones en los procesos 

mencionados. 

 

Con relación a hMSH2 se ha reportado que deficiencias en esta proteína aceleran 

el desarrollo de cáncer pulmonar derivado de mutación en K-RAS en un modelo de 

ratón (Downey y Jirik 2015). Y a su vez se ha observado una disminución en la 

capacidad de unión del complejo MutSα al DNA en células de etapas avanzadas de 
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cáncer comparadas con células de etapas tempranas del desarrollo de cáncer y 

células no cancerosas (Sigley et al. 2017) además, algunas mutaciones en MSH2 

tienen como consecuencia la retención de dicha proteína en citoplasma, lo cual se 

observa en el síndrome de Lynch  (Lützen et al. 2008). 

 

Por lo tanto, dentro del contexto del desarrollo carcinogénico las alteraciones en la 

vía MMR encontradas en este trabajo pueden ser de vital importancia de manera 

que predispongan a la acumulación de mutaciones por una deficiente capacidad de 

reparación de daño en el DNA posterior a la exposición a PM10, en conjunto con el 

hecho que las PM generan daño en el DNA.  

 

Con los resultados obtenidos contribuimos a demostrar que las PM10 alteran a 

diferentes componentes de uno de los sistemas de reparación más esenciales de la 

célula, sin embargo, aún debemos explorar que el funcionamiento de la vía se ve 

disminuido por la exposición a este contaminante. A su vez mostramos que las PMs 

presentan diferencias en sus efectos a nivel celular, dependientes de su año de 

colecta, siendo dicho comportamiento esperado, debido a la variabilidad temporal 

de su composición.  

 

Con base en esto son necesarios cambios en el estilo de vida y de actividades 

humanas que generen menos emisiones de contaminantes, específicamente de 

material particulado y sus componentes, así como la instauración de políticas 

públicas más estrictas y la promoción del uso y aplicación de energías alternativas, 

con el fin de regular los niveles de este contaminante en el aire, podrían reducir la 

incidencia y mortalidad de enfermedades asociadas a este contaminante, tal como 

lo es el cáncer de pulmón.  

8. CONCLUSION 
 
La exposición de las células A549 derivadas de epitelio alveolar a PM10 disminuye 

los niveles de proteína de hMSH6 y hMLH1, y disminuye la capacidad de 

translocación nuclear del complejo MutSα.  
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9. PERSPECTIVAS 
 
Si bien, en este trabajo se lograron dilucidar los efectos que pudiera tener el material 

particulado sobre algunos de los componentes de la vía de reparación de bases mal 

apareadas, aún es necesario definir los mecanismos por los que se llevan a cabo 

estas alteraciones. Por lo tanto, dentro de las perspectivas tenemos, el evaluar la 

oxidación de hMSH6 y hMLH1 como consecuencia del estrés oxidante, así como la 

participación de la vía de degradación por proteosoma en relación con la 

disminución de las proteínas. Evaluar mediante la separación de proteínas por 

fracción (citoplasma, núcleo), los cambios en los niveles de proteína, debido a que 

el análisis por inmunofluorescencia solo nos da una aproximación de esto. A su vez, 

será necesario analizar la posible alteración de la fosforilación de hMSH6 por las 

PM10, esto mediante la inhibición de cinasas como CK2 y PKC, así como la 

detección de residuos específicos fosforilados dentro de la región de aminoácidos 

necesaria para la translocación. Y en caso de resultar que éste no es el mecanismo 

por el cual las PM10 inducen la alteración de la translocación nuclear, evaluar el 

efecto de las PM sobre las componentes del proceso de transporte de proteínas a 

través de la membrana nuclear como lo son las importinas. Por otro lado, queda 

pendiente evaluar en su totalidad la composición de las PM10 2017 para poder 

encontrar los posibles componentes responsables de las diferencias entre las 

alteraciones descritas.  
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