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RESUMEN

El benzo[ghi]perileno (b[ghi]p) es un contaminante atmosférico de la familia de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) generados por combustién incompleta
de materia organica. Este HAP, es producto de actividades antropogénicas como el
uso de automoviles, de hecho, es un indicador de combustion incompleta de
gasolinas. En el area metropolitana de la Ciudad de México (AMCDMX), se ha
reportado que el b[ghilp, es el contaminante mas abundante en la atmdsfera. El
presente estudio, se enfoca en los efectos que provoca este HAP sobre la linea
celular de epitelio bronquial humano NL20, durante una exposicién aguda por 24

horas (h).

Con el uso de técnicas como la exclusidon de azul de tripano, actividad de la
deshidrogenasa lactica (LDH) y por el ensayo de conteo celular (CCK-8), se
determiné que el b[ghilp a la concentracion uitilizada no provocd cambios en la
viabilidad celular; de la misma manera la actividad de la superdxido dismutasa (SOD)
total no fue afectada. Sin embargo, se identificé que las diferencias significativas en
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) ocurre de las 0.5 a las 3 h de

exposicion al HAP.

Por ultimo, los analisis de expresiéon de genes por RT-gPCR, revelaron que las
células NL20 expuestas a b[ghi]p incrementaron significativamente la expresion de
las citocinas proinflamatorias interleucina (IL)-6, interleucina (IL)-8 y el factor de

necrosis tumoral (TNF)-B. Los resultados sugieren que las citocinas proinflamatorias



podrian ser inducidas por la activacion del receptor aril hidrocarburo (AHR), ademas,
por una via paralela, que se relaciona con la presencia de ERO, ya que cuando las
células fueron expuestas a b[ghi]p mas un antagonista del AHR (CH223191) o N-
acetilcisteina (NAC), el resultado de induccion de genes fue considerabablemente

disminuido a niveles basales.
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ABSTRACT

Benzo[ghilperylene (b[ghi]p) is an atmospheric pollutant that belongs to the family of
the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), which are generated from incomplete
combustion of organic matter. This PAH is produced by anthropogenic activities like
transporting in diesel or gasoline based vehicles. In fact, b[ghi]p levels are used as
indicator of incomplete combustion of gasoline and only in the metropolitan area of
Mexico's city, this atmospheric pollutant is the most abundant. Therefore, the effects

produced on bronchial cells due to exposure to b[ghilp need to be studied.

In this research project, we evaluated some possible effects produced by the acute
exposure (24 hours) of the bronchial cell line, NL-20, to b[ghi]p. By using the viability
assays: trypan blue exclusion, release of lactate dehydrogenase (LDH) and cell
counting kit -8 (CCK-8), we found no changes on cell viability after the exposure to
b[ghi]p. Furthermore, cells exposed to b[ghilp did not display changes on superoxide
dismutase (SOD) activity at the end of the acute exposure. Nevertheless, greater
production of reactive oxygen species (ROS) was identified as early as 0.5 to 3 hours

after exposure.

Finally, evaluation of gene expression analysis with the TagMan™ Array, Human
Cytokine Network and by RT-gPCR using SYBER green Master Mix, showed an
increase in the expression levels of the proinflammatory cytokines: IL-6, IL-8, TNF-p,

after exposure to b[ghilp. In recovery assays aiming to antagonize the AHR pathway
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(with CH223191) and ROS levels (with N-acetylcysteine), the increased expression of
proinflammatory cytokines is returned to basal levels. All together these data suggest
that exposure to b[ghilp has two steps inflammatory effect on the bronchial cells.
First, an early proinflammatory effect induced by an unknown ROS-production related
pathway, and a second proinflammtory effect produced by the AHR detoxification

pathway after acute exposure to b[ghi]p.
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1 INTRODUCCION

1.1 Estructura y clasificacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

(HAPs)

Los HAPs, son compuestos organicos formados por 2 o mas anillos aromaticos
fusionados, constituidos exclusivamente por atomos de carbono e hidrégeno, por lo
tanto, no contienen heteroatomos (Lee, 2000; Kim et al., 2013). Se presentan

ubicuamente en el ambiente y son la clase de contaminantes ambientales mas

estudiados (Lee,

condensados. Los primeros se definen, como compuestos cuyos centros anulares
estan unidos y forman ciclos, ademas, se subdividen en 2 clases. Los alternantes,

que estan formados exclusivamente por anillos de seis carbonos y los no alternantes,

Pueden clasificarse en peri-condensados y cata-

que incluyen algunos anillos de 5 carbonos (Ramesh et al., 2004).

Compuesto

Pireno

Fluorantreno :

Criseno

Trifenileno

Peri-condensado

B &3

Cata-condensado

—
._<

o O
A%
QQ§

Caracteristicas

Ciclo
alternante

Ciclo
No alternante

Lineales
Alternantes
no ramificados

Lineales
Alternantes
ramificados

Figura 1. Estructuras de los HPAs. Tomado y adaptado de Guillen y Sopelana, 2003.



Por otro lado, los cata-condensados, se definen como aquellos HAPs en los que la
disposicion de sus anillos no forman ciclos y estos pueden subcategorizarse, como
ramificados o no ramificados, siendo los primeros, termodinamicamente mas
estables y quimicamente menos reactivos que los no ramificados del mismo tamano
(Guillen y Sopelana, 2003) (figura 1). La estructura de los HAPs (algunas regiones y
posiciones de los atomos de carbono) determinan su actividad biolégica, en ese
sentido, se puede encontrar regiones, como la region bahia (figura 2A), formada por
3 anillos aromaticos conectados de forma angular, mientras que, la region pseudo-
bahia (figura 2B) esta compuesta por dos anillos aromaticos y un anillo alifatico
terminal. Por otra parte, la region golfo (figura 2C), resulta de la disposicién angular
de 4 anillos aromaticos, mientras que, en la regién pseudo-golfo (figura 2D) el anillo

terminal se encuentra saturado (Ramesh et al., 2004).

. B
A Region bahia
) Regién pseudo-bahia
" Region K
Benzo(a)antraceno 16,17-Dihidro-15H-ciclopenta(a)fenantreno
D
c:lJ Region pseudo-golfo :
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2,3,5,6-Dibenzofenantreno 2,3-Dihidro-1H-ciclopenta(c)fenantreno

Figura 2. Regiones de los HPAs que determinan su efecto bioldgico. Tomado de Marin-Morales et al.,
20009.



Por ultimo, estos compuestos presentan una region denominada K, la cual, es
altamente electrodensa lo que permite la formacién de epoxidos y es blanco de los

ataques en las reacciones de biotransformacion (Marin-Morales et al., 2009).

1.2 Fuentes naturales y antropogénicas de HAPs

Las caracteristicas fisicoquimicas de los HAPs hacen que sean facilmente
dispersados en el medio ambiente (Kim et al., 2013), permitiendo ser distribuidos por
el aire, asociados a material particulado con un diametro aerodinamico igual o menor
a 2.5 micrometros (PM2s) (Ferecatu et al, 2010), en particulas de agua, aceite,
vegetacion e incluso en la comida cocinada a la parrilla (Lee, 2000, Kim et al., 2013).
Estos compuestos, son formados principalmente por la combustion incompleta de
hidrocarburos y materia organica (Lee, 2000). La mayor fuente de emision de los
HAPs hacia la atmosfera es de origen antropogénico, como el uso de vehiculos a
motor, algunos tipos de calefaccion en el hogar, la combustién de hidrocarburos
fosiles y algunas actividades industriales (Lee, 2000, Salam et al., 2011), mientras
que, en menor medida, los incendios forestales y las erupciones volcanicas
contribuyen a la formacion y acumulacion de estos compuestos de manera natural

(Naufal, 2008).

1.3 Efectos en la salud humana de los HAPs

Los seres humanos estan expuestos a los HAPs principalmente por via respiratoria y

uno de los 6rganos blanco donde ejercen efecto téxico son los pulmones (Podechard



et al., 2008). Estos compuestos son lipofilicos, por lo que, pueden ser absorbidos por
las células (Hassanien, 2009) y provocar efectos carcinogénicos, proinflamatorios,
exacerbacion del asma o alergia, (Bglling et al., 2012; Podechard et al., 2008).
Cuando los HAPs ingresan por via aérea, son incorporados por células del epitelio
bronquial y macrofagos alveolares (Li et al., 2002), que revisten la superficie
pulmonar y son los blancos celulares primarios para las particulas depositadas,
(Belling et al., 2012). De esta manera, su respuesta dependera del tamario y del sitio

donde sean depositados estos compuestos (Nel et al., 2001).

Las células del epitelio bronquial, no s6lo desempefian un papel importante en la
inflamacion alérgica, sino que, presentan respuestas bioldgicas que incluyen la
liberacion de mediadores proinflamatorios como la IL-1a, IL-8, TNFa (Bglling et al.,
2012; Ferecatu et al., 2010; Li et al., 2002) lo que repercute, directa o indirectamente
en la actividad de eosindfilos, neutréfilos, mastocitos, macrofagos y linfocitos
(Bayram et al., 1998). Sin embargo, dado que las células epiteliales no son
fagociticas y difieren en muchos otros aspectos de los macrofagos (principales
fagocitos), el mecanismo de accion de los HAPs en estas células, aun no se ha

descrito completamente (Nel et al., 2001).

Los efectos de los HAPs en la salud generalmente aparecen bajo exposiciones
agudas (Visciano y Perugini, 2011). La exposicion aguda in vitro a los HAPs

presentes en PM.s se asocia con la respuesta inflamatoria, como consecuencia del



incremento del estrés oxidante en la célula (Ferecatu et al, 2010). Estos
compuestos, también, son capaces de generar especies reactivas de oxigeno (ERO)
e interferir en la transferencia de electrones en la mitocondria, asi mismo, se
demostré que esta interferencia tiene lugar entre los complejos I-lll, lo que sugiere,
que las quinonas de ciclo redox como la 9 y 10-fenantaquinona pueden interrumpir el
ciclo Q que opera entre los complejos | y lll. Esta interrupcién en el flujo de
electrones favorece la formacion de ubi-semiquinonas, contribuyendo asi la

produccion del anion superodxido (O22) (Xia et al., 2004).

La respuesta biolégica y metabolismo de los HAPs, se realiza mediante la activacion
de enzimas de la familia del citocromo P450, que forman especies electrofilicas
capaces de reaccionar con sitios nucleofilicos del DNA y formar aductos (Visciano y
Perugini, 2011). Esta respuesta se relaciona con la activacién del receptor aril
hidrocarburo (AHR, por sus siglas en inglés) (Podechard et al., 2008). El AHR, es un
factor de transcripcion ligando dependiente, que se transloca al nucleo (Fan et al,,
2009), se une a la region promotora de los elementos de respuesta a xenobioticos
(ERXs) para activar la transcripcidn de genes de enzimas biotransformadoras de fase
| (como los citocromos CYP 1A1/2, etc.) y de fase Il que contribuyen a la

desintoxicacion de los xenobidticos (Podechard et al., 2008).

Por otra parte, en el afio 2002, el comité cientifico sobre alimentos (SCF, por sus

siglas en inglés) concluy6 que, 15 HAPs, entre ellos el benzo[ghi]perileno (b[ghilp),



mostraron evidencia de mutagenicidad/genotoxicidad en células somaticas de
animales experimentales y que con excepcidon del b[ghilp, todos mostraron efectos
de carcinogénesis en varios experimentos con animales. Por ello, la SCF establecié
que estos HAPs deben considerarse como potencialmente genotdxicos vy
carcionogénicos a humanos, (Visciano y Perugini, 2011). Por otra parte, la agencia
internacional para la investigacion del cancer (IARC, por sus siglas en inglés),
clasifica al b[ghi]lp en el grupo 3: el agente o mezcla, no es clasificable en cuanto a su
carcinogenicidad, porque la evidencia, es inadecuada en humanos e inadecuada o

limitada en animales de experimentacién, (IARC, 2010).

1.4 Propiedades fisicoquimicas del b[ghi]p

La formula molecular del b[ghi]p es C22H12 y su masa molecular es de 276.33 g/mol,
este hidrocarburo, es un compuesto sélido en forma de cristales de color verdoso a
temperatura ambiente y al solubilizarse presenta un color amarillo o amarillo verdoso.
Su punto de fusidén es de 278 °C, mientras que, el de ebullicién es de 500 °C y su
coeficiente de particion agual/etanol es de 6.63 (Michigan.gov, 2018). En su
estructura molecular no se encuentran heteroatomos (figura 3), ademas, esta
conformado por 6 anillos ciclicos de 6 carbonos. No posee regiones bahia, pero si
regiones K. Es clasificado como un HAP pericondensado cicloalternante (Zaragoza-

Ojeda et al., 2016).
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Figura 3. Estructura del b[ghilp. Se muestran las regiones K, que son suceptibles a
biotransformaciones. Los circulos grandes representan atomos de carbono, mientras que, los
pequefios representan atomos de hidrogeno. Tomado y adaptado de: Pubchem.ncbi.nlm.nih.gov,
2018.

2 ANTECEDENTES

El area metropolitana de la Ciudad de México (AMCDMX) esta localizada en una
cuenca dentro de la meseta central de México, con una poblacion de alrededor de 20
millones en la zona metropolitana del Valle de México (INEGI, 2015), ademas, cuenta
con 5.5 millones de automoviles y cada afio se suman 250 mil vehiculos nuevos en
promedio al parque vehicular (Fimevic, 2018). También cuenta con alrededor de
35000 industrias. El area urbana es de alrededor de 3500 Km? a una altitud de 2240
metros sobre el nivel del mar y se encuentra rodeada por altas montafas. Estas
caracteristicas geograficas, hacen que la calidad del aire no sea éptima (Zaragoza-
Ojeda, et al,, 2016). En consecuencia, en las ultimas décadas se han realizado

investigaciones dirigidas a identificar contaminantes atmosféricos. En ese sentido, en



el estudio realizado por Amador-Mufioz, et al., 2011, se identificaron a HAPs en
muestras recolectadas de cinco estaciones de monitoreo de la Ciudad de México
(Tlalnepantla, localizado al Noroeste (NO); San Agustin, ubicada al Noreste (NE);
Merced, ubicada en el centro (Centro); Coyoacan, ubicado al Suroeste (SO); y la
Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, ubicada al Sureste (SE).
Posteriormente, clasificaron a los HAPs en dos grupos, los de bajo peso molecular
(<228 g mol-'), referidos como HAPs ligeros y los de alto peso molecular (=288 g
mol-'), referidos como HAPs pesados. Estos ultimos, fueron los mas abundantes en
la zona centro y en particular el b[ghi]p, mostré concentraciones superiores respecto
a los otros 4 sitios de monitoreo. Esto se debe, probablemente, a que esa zona es
residencial y comercial, en consecuencia, es altamente impactada por las emisiones
de vehiculos, lo cual, ha provocado que sea considerado como un marcador de

combustion de gasolina.

Por otra parte, Tokiwa et al., 1998, en su estudio, determinaron la concentracion de
HAPs en tejido pulmonar y asi correlacionarla con la presencia de cancer. Para ello,
recolectaron y analizaron biopsias de pacientes con cancer (293) y con tuberculosis,
pero sin carcinoma (63) como testigo, durante los periodos de 1961-1962. En este
periodo, se registr6 muy mala calidad del aire, debido a que no habia regulacién de
las emisiones originadas por automoviles, ademas, se incluyé el periodo de 1991-
1996, en el cual, se establecié regulacion de emision de contaminantes a la
atmosfera. Sus hallazgos revelaron, que existe una correlacion entre la acumulacién

de HAPs y la edad, siendo las biopsias de pacientes con edad avanzada en las que



se encontrd6 mayor concentracion de los HAPs y los 3 contaminantes mas
abundantes en las muestras fueron, el b[ghilp, el pireno y el fluorantreno. Finalmente,
Zaragoza-Ojeda et al., 2016, en su estudio, utilizo los resultados obtenidos por las
investigaciones de Amador-Mufioz et al., 2011 y Miguel-Peréz, et al., 2013, con el fin
de escalar las concentraciones atmosféricas del b[ghilp y calcular su porcentaje
presente en la fraccidon organica del PM2s. Con ello, obtuvo tres concentraciones, la
primera de 0.272 pg/mL (correspondiente a la zona noreste en temporada de lluvias),
la segunda de 0.561 y la tercera de 1.24 ug/mL (ambas, correspindientes a la zona
centro, pero una en temporada de lluvias y la otra en temporada seca). Con esas
concentraciones, evaluaron la toxicidad inducida por el b[ghi]p en células bronquiales
humanas, obteniendo como resultado, que este HAP, activa la via del AHR a las 24

h, principalmente a la concentracion de 1.24 ug/mL.

3 JUSTIFICACION

El b[ghilp, es el HAP mas abundante de la atmosfera de la CDMX y es un indicador
de contaminacion por combustion incompleta de gasolina, por ello, es importante
describir los efectos que provoca este contaminante en distintos modelos bioldgicos.
Si bien, existe evidencia de estudios in vitro del efecto citotoxico de este compuesto,
aun no se han descrito, las citocinas proinflamatorias que son inducidas, cuando es
aplicado el b[ghi]p, que podrian asociarse a enfermedades respiratorias o0 a procesos
inflamatorios. Este trabajo contribuye a describir, los efectos provocados por este

HAP en células bronquiales humanas.



4 HIPOTESIS

El b[ghilp es un compuesto potencialmente citotoxico, que por exposicion aguda
durante 24 h generara estrés oxidante en células bronquiales humanas de la linea
NL-20 e inducira la expresion de genes que participan en procesos inflamatorios,

como las citocinas.

5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos in vitro de una exposicion aguda al b[ghilp en células

bronquiales humanas de la linea NL-20.

5.1 Objetivos especificos

Evaluar el efecto citotoxico del b[ghi]p.

Determinar el efecto del b[ghilp en la generacion de especies reactivas de
oxigeno.

Evaluar el efecto del b[ghilp en la respuesta proinflamatoria en células

pulmonares.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Linea celular de epitelio bronquial humano NL20 y condiciones de cultivo

En este trabajo, se utilizd la linea celular NL20 (ATCC® CRL2503™), que es una
linea inmortalizada, no tumoral, de epitelio bronquial humano, derivada de bronquios
normales, obtenida de la autopsia de una victima de accidente. La linea celular, fue
establecida por transfeccion con el origen de replicacion del SV40 large T plasmid,
p129. Las células NL20 se cultivaron en medio Ham's F12 con 1.5 g/L de bicarbonato
de sodio, 2.7 g/L glucosa, 2.0 mM de L-glutamina, 0.1 mM de amino acidos no
esenciales, 0.005 mg/ml de insulina, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidermal,
0.001 mg/ml transferrina, 500 ng/ml de hidrocortisona, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 100 yg/mL de penicilina-G y 4% de suero fetal bovino (SFB). Las
células se incubaron en una atmdsfera con humedad relativa, conteniendo 5% de
CO2 a 37 °C y se subcultivaron, cuando se alcanzé una confluencia del 80%, usando

tripsina al 0.05 % y verseno al 0.01 %, durante 10 min a 37°C.

6.2 Reactivos de Laboratorio

A continuacion se mencionan los reactivos utilizados y su correspondiente marca. El
b[ghilp y el antagonista del AHR (CH223191), con pureza >98% de Sigma-Aldrich.
Por otra parte, el ensayo para el conteo celular (CCK-8) de Dojindo molecular
technologies, mientras que, para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (O2*

y H202) de Invitrogen y de ThermoFisher scientific™. Para el ensayo de la superoxido
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dismutasa de abcam®. El TRIzol® de Invitrogen. Las placas TagMan™ Array, Human
Cytokine Network, Fast 96-well, la DNase |, Rnase-free, el ReverAid First strand
cDNA synthesis y el Maxima SYBR green gPCR Master Mix kit de ThermoFisher
scientific™. El ensayo para la deshidrogenasa lactica (LDH por sus siglas en inglés) y

demas reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

6.3 Exposicion celular y ensayos de citotoxicidad

Las células NL20 fueron sembradas en placas de 96 pozos. Se colocaron 15,000
células/cm? y se cultivaron en una atmédsfera con humedad relativa, conteniendo 5%
de CO2 a 37 °C. Las células fueron expuestas a b[ghi]p durante 24 horas (h) a una
concentracion de 1.24 pug/mL, cuya conversion a Molaridad es de 4.4 uM
(microMolar) y este valor sera referido en adelante. Cada ensayo se realiz6 por
triplicado en tres diferentes series (n=9). El b[ghi]p, fue disuelto en dimetil sulfoxido
(DMSO), referido en adelante como vehiculo y preparado en medio de cultivo, el
cual, se aplicé a una concentracion final menor de 0.01%, ademas, se realizaron

ensayos con un antagonsita del AHR (CH223191) a una concentracion de 10 uM.

El conteo celular se realiz6 con un hemocitometro y la viabilidad celular se determino
mediante la técnica de exclusion del colorante azul de tripano. Para el caso del
ensayo citotoxico basado en la actividad de LDH en el medio de cultivo, una vez,
concluido el tiempo de exposicion (24 h), el sobrenadante del medio de cultivo libre

de células (100 pL) se transfirié6 a otra placa de 96 pozos, con el fin de evaluar la
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actividad de la LDH. En adelante, se siguieron las especificaciones del fabricante y
se midid la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490

nanometros (nm).

La viabilidad celular se determind con el kit CCK-8, para esta metodologia se
sembraron 15,000 células/cm? en placas de 96 pozos y se considerd prolongar los
tiempos de exposicion a 24, 48 y 72 h, con el fin de determinar, si exposiciones por
periodos mas prolongados alteraban la viabilidad celular. Concluida la exposicién, se
retir6 el medio con tratamiento, se agregaron 100 pL de medio fresco sin SFB y 10
uL de la solucion de CCK-8. Finalmente, se incub6 durante una hora y se midio la

absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

6.4 Cuantificacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los niveles intracelulares de ERO fueron cuantificados con Dihidroetidio (DHE) que
es un indicador del O2* y emite fluorescencia cuando es oxidado. Para este ensayo,
se sembraron 15,000 células/cm? en placas de 96 pozos con fondo transparente y
paredes negras. El DHE, inicialmente fue resuspendido en dimetil-sulféxido (DMSO)
como lo indica el fabricante. Transcurido el tiempo de exposicion, se retird el medio
con tratamiento de las células y se agregaron 100 pyL a cada pozo de DHE,
estabilizado en solucion de fosfatos Krebs-Ringer (KRPG), 1 yL de DHE por cada mL

de KRPG.
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El KRPG esta compuesto por 145 mM de NaCl, 5.7 mM de fosfato de sodio, 4.86 mM
KCI, 0.54 mM de CaCly, 1.22 mM MgSO4 y 5.5 mM de glucosa a pH 7.35. Se incub6
durante 15 minutos (min) a 37 °C y se cuantifico la fluorescencia a una longitud de
onda de emision de 580 nm y a una longitud de onda de excitacion de 606 nm, como

testigo negativo, se aplicaron 10 mM del antioxidante N-acetilcisteina (NAC).

Por otra parte, para cuantificar el H2O2, se utilizé Amplex® (reactivo rojo 10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina), que al oxidarse genera un producto rojo fluorescente llamado
resorufina. Se prepararon 50 yM de Amplex® y 0.1 U/mL de peroxidasa de rabano
picante (HRP) en KRPG. Se retir6 el medio con tratamiento de las células y se
agregaron 100 pL de la solucion antes mencionada. Se incub6 durante 10 min a 37
°C y se midi¢ la fluorescencia en un lector de microplacas a una longitud de onda de

excitacion de 545 nm y a una longitud de onda de emision de 595 nm.

Los resultados se reportaron en unidades relativas, normalizadas con el vehiculo.
Como testigo positivo, se utilizé H.O2 a una concentracion de 250 uM y como testigo

negativo, se aplicaron 10 mM de NAC.

6.5 Preparacion de la muestra para el ensayo de superoxido dismutasa (SOD)

Para este ensayo, se cosecharon 2x10° células de cada condicion experimental

establecida. Posteriormente, se lisaron en frio con 0.1 M de Tris/HClI a pH 7.4

conteniendo 0.5% de Triton X-100, 5 mM B-ME (B-mercapto-etanol), 0.1mg/ml PMSF
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(fluoruro de fenilmetilsulfonilo). El lisado, se centrifugd a 14,000 x g (fuerza centrifuga
relativa) por 5 min a +4 °C. En seguida, se recolectd el sobrenadante y se transfirio a
un tubo limpio, mantenido en hielo. Para concluir este ensayo, se siguieron las
especificaciones del fabricante. La actividad de la SOD fue medida en un lector de

microplacas a una longitud de onda de 450 nm.

6.6 Analisis de expresion de citocinas proinflamatorias por RT-qPCR en placas

TagMan™ Array y corroboraciéon por RT-qPCR de los genes seleccionados

El RNA total fue extraido con el reactivo comercial TRIzol®, posteriormente, se hizo
un tratamiento con DNAsa, agregando 1uL de la enzima, 1 uL del buffer con MgCl»
por cada 1ug de RNA y se llevo a un volumen final de 10 uL, se incubo a 37 °C por
30 min. Concluido el tiempo de incubacion, se agregd 1 uL de EDTA 50 mM y se
volvié a incubar a 65 °C por 10 min. Después, se realizo la sintesis de cDNA en un
termociclador de punto final con el siguiente perfil térmico: 37 °C por 60 min, 70 °C
por 10 min y por ultimo 22 °C por un min. La sintesis de cDNA, se realiz6 con el kit
ReverAid First strand cDNA synthesis, bajo las siguientes condiciones: 37 °C por 60

min, 70 °C por 10 min y finalmente, 22 °C por 1 min.

Posteriormente, para revelar los perfiles de expresion de los genes de la red de
citocinas humanas, se usaron las placas TagMan™ Array, Human Cytokine Network.
Se utilizd el siguiente perfil térmico: temperatura de disociacion a 95 °C por 3

segundos (s), temperatura de alineamiento/extension a 60 °C por 30 s, durante 40
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ciclos. Esto se realizdé en un termociclador en tiempo real 7900HT de ThermoFisher
scientific™ en la unidad de secuenciacion y microarreglos del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN). En los ensayos de expresion de los genes
seleccionados, se normaliz6 para las placas TagMan™ Array con el gen endégeno
18s y para los ensayos con Sybr Green con p-actina. Posteriormente, la diferencia
entre los niveles de expresion de los genes seleccionados de células expuestas al
vehiculo y expuestas al b[ghi]p, se utilizé el algoritmo 2 -22Ct, (Cachon et al., 2014).
Del analisis de expresion de las placas TagMan™ Array, se decidid estudiar los

genes de IL-12A, IL-6, IL-8 y TNFp.

Para verificar si su expresion depende de la expresion del AHR, también, se evalud
en presencia del antagonista del AHR (CH223191) a una concentracion de 10 uM.
Finalmente, para corroborar los genes seleccionados de las placas TagMan™ Array,
Human Cytokine Network, se realizd6 RT-qPCR, pero esta vez, se utilizé Syber Green
como fluorocromo principal y ROX™ como tincion pasiva de referencia. Los
iniciadores de los genes analizados se muestran en la tabla 1. La reaccion se realizo
en un termociclador Agilent Mx3005 P, con el siguiente perfil térmico: 95 °C por 10
min, 40 ciclos a 95 °C por 15 s y la temperatura de disociacién para cada inciador por

1 min, finalizando con un ciclo de 95 °C por 1 min, 58 °C por 30 s y 95 °C por 30 s.
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6.7 Analisis estadistico

Siempre se evaluaron las diferencias entre las células expuestas al vehiculo contra
las expuestas al b[ghilp. Para el analisis estadistico de los valores obtenidos de la
viabilidad celular, cuantificada por la exclusion de azul de tripano, actividad de LDH y
actividad de SOD, se utilizé t-test. Las diferencias en la expresion de los genes
analizados por RT-gPCR en placas TagMan™ Array, se realizé mediante ANOVA de
dos vias, mientras que, para la corroboracion de los genes de citocinas
seleccionados analizados por RT-qPCR, se utiliz6 ANOVA de una via y para ambas
se aplic6 una prueba post hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron
significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05. Para el procesamiento de datos,
se utilizd Microsoft® Excel, version 16.12 (180410) y el GraphPad PRISM®, version

6.0c.

Tabla 1. Secuencia de inciadores utilizados para los ensayos de qRT-PCR

Gen Secuencia Tamafio Temperatura de Producto
5-2>3 nucleoétidos alineamiento nucledtidos
p-actina F: AATGAGCTGCGTGTGGCT 18 58 °C 90
R: ATAGCACAGCCTGGATAGCA 20
AHR F: GGCTCTGAATGGCTTTGTATT 20 60 °C 101
R: TGACATCAGACTGCTGAAACC 21
CYP4B1 F: CCACTCTGGTTCGGACAGTT 20 58 °C 72
R: GCTGTACACAGCTTTGGCAT 20
IL-6 F: ATCTCAGCCCTGAGAAAGGA 20 60 °C 97
R: CCATCTTTGGAAGGTTCAGG 20
IL-8 F: CTGCGCCAACACAGAAATTA 20 58 °C 79
R: CTGCACCCAGTTTTCCTTG 19
IL-12A F: CTTTTATGATGGCCCTGTGC 20 60 °C 88
R: AGAAGCTTTGCATTCATGGTC 21
TNF-p F: CCTGCTGCTCACCTCATTG 19 60 °C 98
R: CTCAAGGAGAAACCATCCTG 20
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7 RESULTADOS

7.1 Viabilidad en las células NL20

Después de la exposicion con 4.4 uM de b[ghilp durante 24 h, se determiné la
viabilidad de las células NL20 mediante 3 técnicas. La primer técnica empleada fue la
exclusion del colorante azul de tripano, con ella se encontré que con el b[ghilp no hay
incorporacion del colorante a las células (p<0.05), lo cual indica, que las células son
viables (figura 4A). La segunda técnica, se basa en la actividad de LDH en el medio
de cultivo, en la cual tampoco se observaron cambios estadisticamente significativos
entre las células expuestas al vehiculo y al hidrocarburo (figura 4B). De igual forma,
con el reactivo CCK-8, basado en la reduccion de WST-8 por deshidrogenasas en la
célula, se confirma que el b[ghilp no produce cambios en la viabilidad celular, esto
incluso a tiempos de 48 y 72 h (figura 4C; p>0.05). Es importante mencionar, que se
realizaron experimentos en presencia de peroxido de hidrogeno (H202), 30 min antes
de concluir el tiempo de exposicidn, para utilizar esta condicidn como control positivo
de la prueba y cuantificar la viabilidad mediante las tres técnicas descritas
anteriormente, mostrando que la técnica fue realizada adecuadamente. También, se
expusieron células al antagonista CH-223191 a una concentracion de 10 uM, con el
objetivo de verificar que este compuesto no provocara cambios en la viabilidad
celular. Después de su evaluacién con las técnicas anteriores, no se observaron

diferencias significativas (datos no mostrados).
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Figura 4. Ensayos de viabilidad en células NL20. A) El porcentaje de viabilidad celular no se afecto
al exponer las células NL20 a b[ghilp 4.4 uM y al vehiculo durante 24 h. B) Actividad de la enzima
LDH en el medio de cultivo después de la exposicion a b[ghilp por 24 h, no se observaron diferencias
significativas. C) Viabilidad celular determinada con el kit CCK-8, no se observaron diferencias
significativas después de la exposicion a b[ghilp durante 24, 48 y 72 h. Para A y B se utilizo t-test
como prueba estadistica, mientras que para C se utilizd6 ANOVA de dos vias complementada con la
prueba Sidak para la correcidon de multiples comparaciones. Valores graficados con el error estandar

de la media (SEM). Ensayos realizados por triplicado en tres diferentes series (n=9). H202: peroxido
de hidrogeno; LDH: deshidrogenasa lactica.
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7.2 El b[ghi]p induce la produccién intracelular de ERO en células NL20

Con en el ensayo de fluorescencia utilizando DHE, se examino si el b[ghi]p induce la
produccion del anidn superoxido (O2%). Las células NL20, fueron expuestas al
vehiculo y al b[ghi]p a diferentes tiempos (0.5, 1, 3, 6, 12y 24 h), observandose, que
la produccion de O2* es dependiente del tiempo de exposicidn: a las 0.5, 1y 3 h, se
observé un incremento en las células expuestas a b[ghi]p, que fue estadisticamente
significativo (p<0.05) al compararlo contra la produccion en células expuestas al

vehiculo. El mayor cambio en la fluorescencia se observo a las 0.5 h (figura 5A).

Por otra parte, se examind si el b[ghilp induce la produccién de H>O, mediante el
ensayo de fluorescencia con Amplex®, por lo cual, se expusieron las células NL20 al
b[ghi]p durante diferentes tiempos (0.25, 0.5, 1, 3 y 6 h), observandose, que el mayor
cambio en la fluorescencia se identifico a las 0.5 h (figura 5B) y en ese tiempo fue
donde se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al comparar las células

expuestas a b[ghi]p contra las células expuestas al vehiculo.

Durante la cuantificacion de ambas ERO, se verificd la inhibicion de produccién en
presencia de un antioxidante y para ello se realizaron experimentos agregando N-
acetilcisteina (NAC) a una concentracion de 10 mM 16 h antes del ensayo (testigo
negativo para la produccion de ERO). Por ultimo, respecto a los resultados de la
actividad de la SOD total, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) al

exponer las células NL-20 al b[ghi]p (figura 5C).
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Figura 5. Induccion de ERO por exposicion a b[ghi]p en la linea celular NL20 y actividad de la
SOD. (A) Células expuestas a b[ghilp generan anion superdoxido (Oz2*) en las primeras 3 h de
exposicion. (B) La mayor generacion de perdxido de hidrogeno (H202) ocurre a las 0.5 h de
exposicion. (C) Actividad de la SOD en la linea NL20 evaluada al concluir la exposicién a 4.4 uM de
b[ghi]lp por 24 h. *p<0.05 al comparar el b[ghi]p contra el vehiculo. A y B ANOVA de dos vias Tukey’s
post hoc; para C se aplico t-test. Valores graficados con el error estandar de la media (SEM). Ensayos
realizados por triplicado en tres diferentes series (n=9). URF: unidades relativas de fluorescencia; h:
horas; SOD: superoxido dismutasa; NAC: N-acetilcisteina.
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7.3 El b[ghi]p induce la expresion de genes de citocinas proinflamatorias

Para determinar si el b[ghilp induce la expresidon de los genes de citocinas
proinflamatorias, se utilizaron placas de arreglos TagMan® , 28 genes contenidos en
la placa pertenecen a una red de citocinas humanas y 4 corresponden a genes
endogenos. Como resultado de este ensayo, se obtuvo, que la exposicion durante 24
h a b[ghilp induce significativamente la expresion relativa de los genes de citocinas
proinflamatorias como la interleucina (IL)-6, interleucina (IL)-8 y el factor de necrosis
tumoral (TNF)-g. EI mayor aumento en la expresion fue para el gen de /L-8 de
aproximadamente 1.5 unidades respecto al vehiculo. Por otra parte, para el caso del
gen de IL-12A, se observé una disminucion de 0.5 unidades en la expresién relativa

respecto al vehiculo (p<0.05), (figura 6).
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Figura 6. Efecto del b[ghi]p en la expresion de genes de citocinas proinflamatorias en el arreglo
Tagman. El b[ghilp induce significativamente la expresién de la Interleucina 6 (/IL-6), interleucina 8 (/L-
8) y del factor de necrosis tumoral beta (TNF-p), pero no de IL-12A después de una exposiciéon a una
concentracion de 4.4 uM durante 24 h. *p<0.05 al comparar el b[ghi]lp contra el vehiculo. ANOVA de
dos vias Tukey’s post hoc. Valores graficados con el error estandar de la media (SEM). Ensayos
realizados por triplicado en tres diferentes series (n=9).
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7.4 La expresion de citocinas proinflamatorias es afectada por el antagonista

del AHR y por el antioxidante NAC

Con el propésito de corroborar que el b[ghi]p induce la expresion del AHR y algunos
de sus genes blanco, como el citocromo P450 4B1 (CYP4B1), se realizd la
cuantificacion por RT-gPCR. Se comprobd, que ambos genes son inducidos de
manera importante en las células NL20 al exponerlas al HAP (figura 7), ademas, se
observo, que esta expresion disminuye significativamente, en el caso de AHR fue de
3 veces, mientras que para CYP4B1 fue de 4 veces al agregar el CH223191 mas el
b[ghilp. También, se observd, que al agregar NAC mas el b[ghi]p a las células NL20,
la expresion de AHR disminuyo 4 veces comparandola con los niveles de expresion
en células que solo fueron expuestas a b[ghi]p; resultados similares se obtuvieron

para la expresion del CYP4B1 (figuras 7A'y 7B).

Después, se verifico la expresidon de los genes de las citocinas IL-6, IL-8, TNF-fS e IL-
12A por RT-gPCR y efectivamente, la expresion de estas tres citocinas incremento
de manera significativa (p<0.05) al exponerlas a b[ghilp durante 24 h (figura 8). Sin
embargo, este efecto se abatid en las células expuestas al CH223191, ademas,
cuando las células NL20 fueron expuestas al CH223191 mas b[ghilp, disminuyd la
expresion relativa (p<0.05),para la IL-6 la disminucion fue de 2 veces (figura 8A),
mientras que, para /L-8 un orden de magnitud (figura 8B) y para TNF-f de 3 veces

(figura 8C). Las comparaciones, se realizaron contra las células expuestas solo a

blghi]p.
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Con el uso del CH223191 y b[ghi]p juntos se evidencid que la induccion del mRNA
de esas 3 citocinas, también, podria ser por una via independiente de AHR, pero que
esta relacionada a la presencia de ERO, puesto, que al exponer las células al NAC
mas el b[ghilp no se observo esta induccion de las tres citocinas mencionadas al
compararlas con las células expuestas solo al b[ghi]p (figuras 8A, B y C; p<0.05).
Finalmente, para el caso de /L-12A, no se encontraron diferencias significativas como
las reportadas en la figura 6, donde el b[ghi]p disminuyo la expresion 0.5 veces
respecto al vehiculo, por lo cual, aparentemente el b[ghiJp no provoca cambios en la

expresion de /L-12A durante su exposicion a las 24 h (figura 8D).
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Figura 7. Expresion de los genes AhR y Cyp4b1 en las células NL20. El b[ghilp induce
significativamente la expresion de AHR y Cyp4b1 después de una exposicion a 4.4 uM durante 24 h.
*p<0.05 al comparar el b[ghilp contra el vehiculo; *p<0.05 al comparar b[ghilp contra b[ghi]+
CH223191; °p<0.05 al comparar el b[ghi]lp contra b[ghi]p+NAC. ANOVA de una via Tukey’s post hoc.
Valores graficados con el error estandar de la media (SEM). Ensayos realizados por triplicado en tres

diferentes series (n=9). Vehiculo: Dimetil-sulféxido; NAC: N-acetilcisteina; CH223191: antagonista del
AHR.
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8 DISCUSION

Los ensayos de viabilidad celular son importantes, para poder determinar la
respuesta celular a cualquier agente toxico. Estos ensayos, proporcionan informacion
de muerte, supervivencia o actividades metabdlicas en la célula (Lee et al., 2011). En
ese sentido, estudios realizados con PM2s reportaron una disminucion en la
viabilidad celular de manera dosis dependiente en la mayoria de las lineas celulares
de pulmoén utilizadas: células BEAS-2B y células A549 (Oh et al., 2011; Deng et al.,

2013; Cachon et al., 2014).

Este trabajo muestra, que la actividad de LDH en el medio de cultivo y viabilidad de
células expuestas a b[ghi]p no se afecté al compararlas con las células expuestas al
vehiculo, indicando de esta manera, que la concentracion utilizada de b[ghil]p no
disminuye el numero de células viables en una exposicion aguda durante 24 h e
incluso a tiempos de 48 y 72 h de exposicion. Esto, no concuerda con lo reportado
por Ke et al., 2018, quienes encontraron la disminucidn en la viabilidad celular y un
aumento en la actividad de LDH en el medio de cultivo, al exponer las células a
concentraciones de 2 y 10 uM de b[ghilp durante 24 h. Esta discrepancia, podria
deberse al tipo celular que emplearon. En el estudio de Ke et al., 2018, utilizaron la
linea HPAEpIC, que son células de epitelio alveolar de pulmén humano, mientras
que, en el presente estudio, se uso la linea célular NL20, que son células de epitelio

bronquial. Las diferencias en la especializacion de cada epitelio, podrian influir en
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que una linea celular sea mas susceptible a ciertos xenobidticos y como

consecuencia su respuesta a HAPs sea diferente.
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Figura 8. Expresion de los genes IL-6, IL-8, TNF-B e IL-12A en células NL20 expuestas a b[ghi]p
y al antagonista de AHR. A, B y C). El b[ghilp induce significativamente la expresion de IL-6 e IL-8
después de una exposicion a una concentracién de 4.4 uM durante 24 h. D) El b[ghilp a una
concentracion de 4.4 uM no provoca cambios en la expresion de /L-12A. *p<0.05 al comparar el
b[ghi]p contra el vehiculo; *p<0.05 al comparar b[ghi]p contra b[ghi]+ CH223191; °p<0.05 al comparar
el b[ghilp contra b[ghi]p+NAC. ANOVA de una via Tukey’s post hoc. Valores graficados con el error
estandar de la media (SEM). Ensayos realizados por ftriplicado en tres diferentes series (n=9).
Vehiculo: Dimetil-sulféxido; NAC: N-acetilcisteina; CH223191: antagonista de AHR.

26



Por otra parte, de acuerdo con lo reportado en la literatura, tanto, el b[ghi]p, como el
bla]p, pueden inducir estrés oxidante, debido a su estructura (6 y 5 anillos
respectivamente) y con ello provocar la disminucion de la SOD de manera dosis
dependiente (Ke et al., 2018). El estrés oxidante, podria generarse debido a la
activacion intracelular de la via AHR (Yu et al., 2008; Tsuji et al., 2011; Zaragoza-
Ojeda et al., 2016; Ke et al., 2018). Los experimentos mostrados aqui, indican, que
el b[ghi]p induce la produccion de ERO (O2* y H202) en las primeras 3 h y pasando
ese tiempo, las concentraciones de ERO disminuyen hasta aproximarse a los niveles
basales. Lo anterior, no concuerda con lo reportado por Ke et al., 2018, quienes
indican, que en una exposicion durante 24 h, se encontraron diferencias significativas

en la produccion de ERO en células de epitelio alveolar expuestas a b[ghi]p.

Estas diferencias notables, podrian deberse a varios factores. El primero, es la
concentracion empleada de b[ghilp. Ellos, realizaron sus experimentos a una
concentracion de 10 puM, mientras que, en esta investigacion se utilizd una
concentracion de 4.4 uM. Segundo, su método de identificacion fue con diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), método para determinar especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, con limitaciones documentadas (Kalyanaraman et al., 2012),
mientras que, para la presente investigacion se emplearon DHE y rojo 10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina, separando la identificacion de O2* y H2O». Por ultimo, Ke et al.,
2018, no le dieron seguimiento a la produccion de ERO durante su tiempo de

exposicidn, mientras que, en esta investigacion se decidio realizar mediciones de
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ERO alas 0.5, 1, 3, 6, 12y 24 h. De esta manera, se logroé identificar los tiempos en
los cuales la produccion de ERO es mayor en células expuestas a b[ghi]p

comparadas con las expuestas al vehiculo.

En cuanto a la actividad de la SOD, se ha reportado ampliamente que diferentes
HAPs provocan cambios tanto en la concentracién como en la actividad de la enzima
de manera dosis dependiente, en especial, las mezclas de HAPs que se encuentran
en el PM2s (Cachon et al., 2014; Ma et al., 2015; Kamal et al., 2016: Ke et al., 2018).
Por lo cual, en este trabajo se considera que la concentracion utilizada de b[ghi]p no

provoca cambios en la actividad de la SOD, ni tampoco, se presenta estrés oxidante.

Respecto a los resultados de los analisis de expresion de los genes de las placas
TagMan™ Array y corroboracién de estos genes por RT-gPCR, se investigd, que
para las cuatro citocinas seleccionadas, IL-6, IL-8, IL-12A, TNF-p, existen datos en la
literatura, que indican que pueden ser inducidas o reprimidas por el AHR. Entonces,
en este trabajo, se evaluo primeramente la induccion de AHR y CYP4B1 en las
células NL20 y los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por
Zaragoza-Ojeda et al., 2016, quienes demostraron la activacion de AHR y CYP4B1
por el b[ghi]lp, ademas, para el caso del CYP4B1, se reporté que es el citocromo mas
abundante en el pulmén de varias especies de mamiferos y esta relacionado con la

biotransformacion de xenobidticos (Gonzalez y Gelboin, 1994; Baer y Rettie, 20006).
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Como ya se mencion0, existen reportes en la literatura donde la activacion del AHR
puede inducir la expresiéon de citocinas, uno de ellos fue el realizado por Podechard
et al.,, 2008, quienes encontraron que aproximadamente 3000 nucledtidos en el
extremo 5° de la region promotora para /L-8, se localiza una “caja” con la secuencia
de nucledtidos de ERXs, la cual, es reconocida por el dimero AHR-ARNT en el
nucleo, cuando es aplicado el benzo[a]pireno (b[a]p). De igual manera, para el gen
de IL-6, se encontrd, que a lo largo de 3000 nucledtidos del extremo 5 de la region
promotora, se encuentran 4 cajas ERXs, que podrian participar en la induccion de
esta citocina. Adicionalmente, existen reportes, que indican que los HAP presentes
en las PM2s o en particulas de diésel (DEP por sus siglas en inglés) activan la
transcripcion de los genes de ambas citocinas (dvrevik et al., 2009: Totlandsdal et

al., 2010; Cachon et al., 2014).

Por otra parte, se observd, que esta induccion disminuye cuando las células NL20
son expuestas al b[ghi]lp en presencia de un antagonista del AHR (CH223191). Por lo
tanto, de acuerdo con este estudio y a los reportes mencionados, la induccién de la
expresion de IL-8 e IL-6 se debe a la exposicion del b[ghilp, probablemente, por la
activacion de la via AHR y por la presencia de los ERXs en regiones proximales a los
promotores de estas citocinas. Sin embargo, los hallazgos encontrados
experimentalmente, también, indican que podrian estar participando otras vias de

sefalizacion celular que inducen la expresidon de estas dos citocinas proinflamatorias.
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Adicionalmente, existen reportes en los cuales el factor nuclear kappa B (NF-kB)
participa en la induccion de /IL-8 e IL-6 que es vinculada con la presencia de ERO
(Zhao et al.,, 2009; Totlandsdal et al., 2010; Cachon et al., 2014). Lo anterior
concuerda con lo obtenido en este estudio, donde al exponer las células NL20 al
NAC mas el b[ghilp, la expresion relativa de ambas citocinas es disminuida de forma
importante, demostrando que hay una via paralela que puede participar en la

expresion de estas citocinas por la presencia de ERO.

Para el caso del TNF-B, Ronnekleiv-Kelly et al., 2016, reportaron, que el flavonoide
crisin, que es un agonista del AHR, induce la expresion de TNF-f£y esto lo explican
en parte, a que el promotor del gen de este factor, contiene una “caja” con la
secuencia consenso para los ERXs, por lo tanto, esto explicaria la induccion del gen
de TNF-{ observada al exponer las células NL20 al b[ghilp, ademas, la expresion
relativa de TNF-f es afectada cuando las células NL20 son expuestas al b[ghi]lp en

presencia del antagonista CH223191, corroborando lo mencionado anteriormente.

Por ultimo, respecto a IL-12A, Tanaka et al., 2014, reportaron, que es regulada de
manera negativa por AHR. Esta regulacion, podria deberse a que IL-12A contiene
ERXs en la region regulatoria en la posicion -612 y -598 del sitio del inicio de la
transcripcion (Furman et al., 2009). Lo reportado por estos autores, concuerda con lo
obtenido inicialmente en este estudio, donde efectivamente, el gen de IL-12A

muestra una disminucion en su expresion en presencia del b[ghilp. Sin embargo, al
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realizar la validacién de la induccion de IL-12A por RT-qPCR, no se observaron
diferencias significativas, por lo cual, es necesario corroborar este dato antes de

descartar la represion de la expresion de IL-12A por el AHR.

9 CONCLUSION

EL b[ghilp a la concentracion utilizada, no induce cambios en la viabilidad de las
células NL20 en una exposicion aguda durante 24 h. Sin embargo, es capaz de
inducir la produccion tanto del O como de H20: en las primeras 3 h. Estas ERO,
podrian estar participando en vias de sefializacion celular, relacionadas con la
inflamaciéon, que de manera paralela a la activacién de la via del AHR por el b[ghi]p
inducen la expresion de genes de citocinas proinflamatorias /L-8, IL-6 y TNF-3 en
células de epitelio bronquial humano NL20. Las tres citocinas proinflamatorias
identificadas en este trabajo, en un contexto funcional organico, podrian desempenar
un papel clave en la activacidon de células inflamatorias, puesto que IL-8, es un
potente quimioatrayente de neutréfilos, mientras que, IL-6 favorece la activacion de
neutrofilos y macréfagos. Por ultimo, TNF-B, podria favorecer la expresion de
proteinas de adhesion que facilitan la diapédesis a través del epitelio. Por lo cual, la
activacion de estas células podria exacerbar enfermedades relacionadas con vias

respiratorias en la poblacion expuesta al b[ghi]p.
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10 PERSPECTIVAS

De los hallazgos encontrados en esta investigacion, seria importante, cuantificar la
proteina de cada citocina identificada (IL-6, IL-8, TNF-B), a través, de la técnica de
Western blot o por ELISA, para que de esta manera, se verifique la correlacidon entre
el aumento en la expresidon de los genes y de las proteinas, ademas, seria
importante, explorar la expresion de estos genes en las primeras horas de exposicion
con b[ghi]lp en las células bronquiales humanas. También, seria importante, evaluar
la actividad de NF-xB y de otros factores de transcripcion que participan en la via,

cuya activacién se relaciona con la presencia de ERO.

11 MODELO MOLECULAR PROPUESTO

A manera de integracion de los resultados obtenidos en esta investigacion y la
informacion disponible en la bibliografia, se propone el siguiente mecanismo por el
cual el b[ghilp podria inducir la expresion de las citocinas proinflamatorias
identificadas (figura 9). El mecanismo de ingreso del b[ghi]p a la célula aun no ha
sido descrito. Sin embargo, se ha propuesto, que podria ser por alguna de las vias
identificadas para otros HAPs, como la difusion pasiva o la endocitosis mediada por
receptor (Genc et al., 2012). Una vez dentro de la célula, el b[ghilp, se une al
receptor aril hidrocarburo (AHR), el cual, se encuentra en el citoplasma asociado a
proteinas, como las proteinas de choque térmico 90 (HSP90), a una proteina tipo
inmunofilina (XAP2) y a una co-chaperona de 23 kiloDaltons (p23) (Tian, et al.,

2002).
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Con la union del b[ghilp al AHR, ocurren cambios conformacionales, que resultan en
la translocacion del receptor al nucleo, donde se dimeriza con la proteina ARNT
(translocador nuclear del receptor aril hidrocarburo). El heterodimero, se une a los
elementos de respuesta a xenobioticos (ERXs), que se encuentran en regiones
promotoras de genes involucrados en el metabolismo de xenobidticos, como la de la
familia de los citocromos P450 (CYP1A1, 1A2 y CYP4B1) y del gen de AHR,

induciendo su transcripcion (Tian, et al., 2002).

Los cyt P450s, forman compuestos oxidados y generan ERO, como el O2* que puede
ser dismutado por la SOD a H20-. Las oxidaciones ocurren en la llamada region K, la
cual, se caracteriza por ser electrodensa, dando como productos: quinonas, que
pueden interferir la transferencia de electrones en la mitocondria y con ello favorecer
la produccion de O-.*, dihidrodioles o epdxidos (3,4-epoxi-3,4-dihidro-b[ghilp o el

b[ghi]p 3,4-oxido), que podrian provocar dafio al DNA (Pan et al., 2013).

Por lo tanto, estas enzimas, introducen grupos funcionales en los HAPs, para
aumentar su solubilidad en agua, facilitando asi su eliminacion. Los ERXs, también
se encuentran en promotores de genes de algunas citocinas proinflamatorias (/L-6,
IL-8 y TNF-p), por lo cual, la activacion del AHR por el b[ghi]p podria inducir la

expresion de esos genes.
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Por otra parte, las ERO generadas por los cyt-P450, podrian estar participando como
segundos mensajeros en la activacion de cinasas sensoras, como la proteina cinasa
C (PKC) o a la cinasa inductora de IK (NIK) que fosforilan a una cinasa especifica del
NF-kB (IKK), que a su vez, fosforila a la proteina inhibidora IkB (encargada de
mantener al NF-xkB en citoplasma), permitiendo su ubiquitinacion en residuos de
serina y treonina, para su posterior degradacion por el proteosoma 26S (Gomez-

Quiroz y Bahena-Cuevas, 2008).

Una vez liberado de IkB, el NF-xB, se transloca al nucleo y se une a regiones
promotoras de genes que contienen elementos de respuesta a NF-xB (ER-NF«kB),
como los genes de citocinas proinflamatorias (/L-6, IL-8, TNF-f) e inducen su
expresion. De esta manera, se podria explicar la induccién paralela de las citocinas
mencionadas. Una de las vias, podria ser dependendiente de la activacion del AHR,

mientras que, la otra via parelela podria ser por la activacion del NF-«xB.
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Figura 9. Posible mecanismo molecular de induccion de citocinas proinflamatorias por
exposicion de células NL20 a b[ghilp. Las flechas discontinuas indican una via probable de
activacion que no fue explorada en esta investigacion. Para detalles de la posible activacion vease el
texto. AHR: receptor aril hidrocarburo; XAP2: proteina tipo inmunofilina; p23: cochaperona de 23
KiloDaltons; HSP9O0: proteina de choque térmico de 90 KiloDaltons; CytP450: citocromo P450
(CYP4B1): ARNT: translocador nuclear del receptor aril hidrocarburo; ERXs: elementos de respuesta
a xenobidticos; PKC: proteina cinasa C isoforma alpha; NIK: cinasa inductora; CuZNSOD: enzima
superoxido dismutasa con centros Cobre-Zinc; IKK: cinasa especifica del NF-«xB; IxB: proteina
inhibidora del NF-«xB; P: adicion del anion fosfato (PO4%); U: ubiquitinacion; 26S: proteosoma; NF-«kB:
factor nuclear kB; ER-NF«B: elementos de respuesta a «B; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8;
TNF-B: factor de necrosis tumoral-$; Q: ciclo ubiquinol-ubiquinona.
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