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Introducción  

 

Contaminación atmosférica 

Los diversos problemas de salud originados por la exposición a contaminantes atmosféricos se han 

convertido en uno de los principales temas de salud pública (Chen et al. 2007). La exposición a estos 

contaminantes afecta a distintos sistemas causando enfermedades respiratorias (Lebowitz 1996), 

cardiovasculares (Bhatnagar 2006), neurológicas (Calderon-Garciduenas et al. 2002; Campbell 2004) y 

reproductivas así como efectos teratogénicos (Maisonet et al. 2004; Wang y Pinkerton 2007) inclusive 

cáncer (Armstrong et al. 2004; Lewtas 2007). Asimismo, reportes recientes señalan que la exposición a 

contaminantes atmosféricos exacerba enfermedades respiratorias causadas por agentes infecciosos 

(Chauhan y Johnston 2003) o por respuestas autoinmunes (Bevelander et al. 2007; Whitekus et al. 2002). 

De igual forma, diversos estudios han relacionado un incremento en la morbilidad y la mortalidad 

asociada a elevadas concentraciones de contaminantes atmosféricos (Borja-Aburto et al. 1998; Borja-

Aburto et al. 1997; Franchini y Mannucci 2007; Gryparis et al. 2004; Katsouyanni et al. 2001).  

La contaminación atmosférica se puede definir como la introducción de compuestos químicos, 

materia particulada y biológica que modifican o alteran las características físicas y químicas de la 

atmósfera (EPA 2006). De manera más específica, los contaminantes atmosféricos se clasifican en 

primarios y secundarios. Los primarios son aquellos que están presentes en la  atmósfera tal y como 

fueron emitidos por la fuente, entre los que se encuentran la materia particulada (partículas) y diversos 

gases como los óxidos de nitrógeno (NOx), monóxido de carbono (CO), dióxido de azufre (SO2) y 

compuestos orgánicos volátiles (COV) (Ferm et al. 2006). Por otro lado, una vez emitidos, los 

contaminantes primarios pueden sufrir modificaciones químicas o bien, reaccionar entre sí para generar 

contaminantes secundarios, por ejemplo el ozono (O3) (Han y Naeher 2006). 

 

 



Ozono 

El ozono (O3) es un contaminante secundario producto de la reacción entre hidrocarburos y óxidos de 

nitrógeno en presencia de luz ultravioleta (rayos de sol) (Yip y Madl 2000). La formación del ozono 

depende de las concentraciones atmosféricas de sus precursores, óxidos de nitrógeno e hidrocarburos, 

cuyas principales fuentes son las emisiones generadas por la combustión incompleta de combustibles,  el 

uso de disolventes orgánicos en procesos industriales, comerciales, y refinación de petróleo asi como 

fuentes naturales de éstos (ej. liberación de  terpenos por la vegetación y de óxidos de nitrógeno por 

bacterias del suelo) (EPA 2010).   

 El ozono es un gas incoloro, de olor acre que se caracteriza por ser un poderoso oxidante 

altamente reactivo (Devlin et al. 1996). Dadas éstas características, una vez inhalado el ozono reacciona 

con distintas moléculas presentes en el fluido del revestimiento epitelial, conformado principalmente por 

agua, sales, una mezcla de fosfolípidos con actividad surfactante, proteínas de bajo peso molecular y 

antioxidantes (lipofílicos e hidrofóbicos) (Bocci 2006). La reactividad del ozono evita que penetre 

directamente a los tejidos pulmonares (Pryor 1994). Sin embargo, al reaccionar con los antioxidantes y 

los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés), presentes en la interface aire-fluido del 

revestimiento epitelial, se producen especies reactivas de oxígeno (ERO) (ej. peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y el radical hidroxilo (OH•), aldehídos, y una mezcla heterogénea de radicales lipídicos generados 

durante la ozonación (LOPs, por sus siglas en inglés), entre los que se encuentran hidroperóxidos, 

isoprostanos, radicales lipoperoxilo, el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal (4HNE). 

Es a través de la formación de estos sub-productos que el ozono induce daño no sólo pulmonar sino 

sistémico (Bocci 2006; Pryor et al. 1995). La exposición al ozono induce la  generación de ERO (Chen y 

Qu 1997; Kennedy et al. 1992; Pryor 1994; Pryor y Church 1991; Romieu et al. 1998; Saintot et al. 1999) 

y la formación de sub-productos relativamente estables (Bocci 2006; Pryor et al. 1995) capaces de oxidar 

ácidos desoxirribonucleicos (DNA, por sus siglas en inglés), proteínas (Kanofsky y Sima 1993) y lípidos 

de membrana (Postlethwait et al. 1998) lo que de no ser contrarrestado podría inducir daño y muerte 

celular. Por otro lado, el fluido del revestimiento epitelial se caracteriza por altas concentraciones de 



antioxidantes, principalmente ácido ascórbico y glutatión (GSH) (Bocci 2006). Al reaccionar con estos 

antioxidantes una porción del ozono inhalado es destruido, sin embargo este mecanismo de defensa puede 

resultar contraproducente. La reacción entre el ozono y el ácido ascórbico produce radicales libres que a 

su vez inducen daño oxidante a lípidos de membrana (Ballinger et al. 2005). De igual forma, la reacción 

del ozono con estos antioxidantes reduce considerablemente la concentración de los mismos, lo que puede 

inducir estrés y daño oxidante (Pryor et al. 1995). Finalmente, el mecanismo de toxicidad del ozono se 

explica como una cascada de reacciones (Pryor et al. 1995), en la cual el ozono inhalado reacciona con las 

moléculas del fluido del revestimiento epitelial generando ERO y sub-productos tóxicos, que a su vez son 

capaces de iniciar otras reacciones. Esta cascada de reacciones es la responsable de los efectos tóxicos del 

ozono no sólo en el microambiente pulmonar sino en todo el organismo (Ballinger et al. 2005; Bocci 

2006; Pryor et al. 1995) (Figura 1).  

  



 

Figura 1. Ozono. A. Mecanismo de formación del ozono. El ozono es un contaminante secundario que se 

forma a partir de la reacción entre hidrocarburos y óxidos de nitrógeno presentes en la atmósfera en 

presencia de luz ultravioleta. B. Mecanismo de toxicidad del ozono. Al ser inhalado el ozono reacciona 

con las moléculas presentes en el fluido del revestimiento epitelial generando ERO y sub-productos 

tóxicos que son los que a su vez inducen daño a DNA, proteínas y lípidos de membrana. AH2, ácido 

ascórbico; ERO, especies reactivas de oxígeno; GSH, glutatión; H2O, agua; LOPs, radicales lipídicos 

generados durante la ozonación; MDA, malondialdehído; MUFA, fosfolípidos monoinsaturados; OH˙, 

radical hidroxilo; O2
-
 ion superóxido; O3˙

- 
 radical ozonido. PUFA, fosfolípidos poliinsaturados; 4HNE, 4-

hidroxi-2,3-trans-nonenal. 

 

Compuestos orgánicos volátiles  

Los compuestos orgánicos volátiles (COV) se pueden definir de diversas maneras. En general, se 

consideran como aquellos compuestos orgánicos que por sus características químicas se volatilizan 

fácilmente a temperatura ambiente (EPA 2011). De manera más puntual se pueden definir como cualquier 



compuesto orgánico cuyo punto de ebullición sea igual o menor a 250°C determinado a una presión 

atmosférica de 101.3 kPa (Han y Naeher 2006). Las principales fuentes de emisión de estos 

contaminantes son la quema incompleta de combustibles, procesos de distribución y refinamiento de 

petróleo crudo y el uso de disolventes orgánicos en procesos industriales y en productos del hogar (ej. 

pinturas, desinfectantes, aerosoles, etc.) (Yip y Madl 2000). Reportes recientes señalan que poblaciones 

en zonas con alta actividad industrial y severos problemas de tránsito (Riediker et al. 2003; Rodolfo Sosa 

et al. 2009) están expuestas a altas concentraciones de compuestos orgánicos volátiles, principalmente a 

compuestos aromáticos monosaturados, como benceno, tolueno, etilbenceno y distintas isoformas de 

xileno (m-, p- y o-), también conocidos como BTEX (Tovalin-Ahumada y Whitehead 2007). Además, la 

exposición a estos compuestos se incrementa por su presencia en productos de uso cotidiano (ej. barnices, 

cartuchos para impresión, desinfectantes, aerosoles, etc.) (Tovalin et al. 2006) así como en sus altas 

concentraciones presentes en el tabaco (Serrano-Trespalacios et al. 2004). Los compuestos orgánicos 

volátiles (COV) se consideran gases poco reactivos y de solubilidad limitada (Medinsky y Bond 2001);  

en su mayoría, son moléculas hidrofóbicas y lipofílicas capaces de atravesar la membrana lipídica de las 

células. Estos compuestos son relativamente inertes y su toxicidad depende de su activación metabólica o 

biotransformación (Barreto et al. 2009). La activación metabólica de los compuestos orgánicos volátiles 

(COV), en específico los BTEX, ocurre principalmente en el hígado (Snyder et al. 1989) mediada 

principalmente por miembros de la familia de citocromos P450 (CYP450, por sus siglas en inglés) 

(Bolton et al. 2000). El metabolismo de estos compuestos genera ERO (Nedelcheva et al. 1999) y 

metabolitos altamente reactivos (Bolton et al. 2000) que inducen daño a DNA, proteínas y lípidos de 

membrana (Wetmore et al. 2008). Estos sub-productos del metabolismo son los responsables de la 

citotoxicidad de estos contaminantes (Figura 2A).  



 

Figura 2. Compuestos orgánicos volátiles. A. Estructura química de los BTEX (benceno, tolueno, 

etilbenceno y xileno). B. Mecanismo de toxicidad del benceno. El benceno es metabolizado por la familia 

de citocromos P450 a fenol y posteriormente a hidroquinona. La hidroquinona es oxidada en una serie de 

reacciones de óxido-reducción para formar benzoquinona, durante estas reacciones se da la formación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO). Con la finalidad de facilitar la secreción de este metabolito, la 

benzoquinona puede ser conjugada a diversas moléculas (ej. glutatión (GSH), ácido glucorónico y 

sulfatos) lo que incrementa su solubilidad y favorece su desintoxicación. Sin embargo, tanto la formación 

de hidroquinona y benzoquinona así como las ERO generadas, son capaces de inducir daño celular al 

interactuar con moléculas de importancia bilógica, como DNA, proteínas y lípidos. 

 

 Benceno 

 De los compuestos orgánicos volátiles, el benceno está considerado como altamente tóxico.  

Recientemente,  la exposición a benceno se ha convertido en un problema de salud pública mundial (Han 

y Naeher 2006). El benceno está catalogado como carcinógeno en humano (EPA 2009; IARC 1997) y su 



exposición está relacionada con anemia aplástica, leucemia, linfoma y cáncer de pulmón (Snyder 2002; 

Yin et al. 1996). Como ya se mencionó anteriormente, la toxicidad del benceno depende de su activación 

metabólica. El benceno es metabolizado principalmente en el hígado por el citocromo P450 CYP2E 

(Powley y Carlson 2001). Recientes reportes indican que el benceno también es metabolizado en el 

pulmón por distintos citocromos P450, en especial CYP2B1, CYP2F1 y 2F2 (Powley y Carlson 2000, 

2001, 2002; Sheets et al. 2004). El metabolismo del benceno comienza con la formación de óxido de 

benceno, a partir de éste, de manera no enzimática se forma fenol que posteriormente es metabolizado a 

hidroquinona y catecol. La hidroquinona y el catecol pueden ser hidrolizados a intermediarios altamente 

reactivos, como la benzoquinona (Powley y Carlson 2001; Snyder y Hedli 1996). La formación de estos 

metabolitos incrementa su reactividad y solubilidad permitiendo su conjugación con diversas moléculas 

(ej. GSH, sulfatos y ácido glucorónico) lo que reduce su toxicidad y favorece su excreción (Snyder et al. 

1993) (Figura 2B).  

La toxicidad del benceno está correlacionada con la generación de hidroquinona y su forma 

oxidada benzoquinona, dos de sus metabolitos más tóxicos (Powley y Carlson 1999). La hidroquinona y 

la benzoquinona son moléculas altamente reactivas que participan en reacciones de óxido-reducción o 

redox, las cuales producen ERO (Bolton et al. 2000) como radicales superóxido (O2
-
) e hidroxilo (OH˙), 

el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el óxido nítrico (NO) (Luo et al. 2008; Snyder y Hedli 1996). La 

generación de estas especies reactivas de oxígeno induce el establecimiento de estrés oxidante y 

consecuentemente daño a DNA (Abernethy et al. 2004; Luo et al. 2008), proteínas y lípidos (Gut et al. 

1996; Winn 2003). La eficiente inactivación de la hidroquinona y la benzoquinona es un proceso clave en 

la desintoxicación  del benceno. La reducción de benzoquinona a hidroquinona, catalizada por  la 

NAD(P)H:quinona oxidoreductasa 1 (NQO1), previene la formación de ERO impidiendo la generación 

de semiquinonas, radicales capaces de unirse covalentemente a componentes celulares (ej. proteínas) 

(Vasiliou et al. 2006), y evita la muerte celular inducida por la exposición a estos metabolitos  (Flescher y 

Snyder 1995; Smith 1999). De la misma forma, como se mencionó anteriormente, la conjugación de estos 



metabolitos con antioxidantes (ej. GSH) y otros compuestos (ácido glucorónico) reduce la formación de 

ERO y favorece su excreción lo que previene el daño oxidante (Snyder et al. 1993) (Figura 2B).  

 

Mecanismo de Defensa  

Existen reportados en la literatura distintos mecanismos por los cuales los contaminantes 

atmosféricos inducen daño celular (Bernstein et al. 2004) (Figura 3). Si bien cada contaminante se 

caracteriza por un mecanismo de toxicidad propio, durante el metabolismo de la mayoría de los 

contaminantes atmosféricos se producen ERO, radicales libres y metabolitos o intermediarios reactivos 

(Brunekreef y Holgate 2002). La producción excesiva de éstos causa el desbalance entre los sistemas 

oxidantes/antioxidantes induciendo el establecimiento del estrés oxidante que causa daño a DNA, 

proteínas y lípidos, en consecuencia todas las enzimas celulares, membranas, ácidos nucleicos y 

carbohidratos son susceptibles a este daño (Pryor et al. 2006). La habilidad de manejar o contrarrestar el 

estrés oxidante es una función crítica para el mantenimiento de la integridad celular. Diversos procesos 

biológicos, como la inflamación y la muerte celular, son controlados por complejas vías de señalización 

que responden a cambios en el balance redox celular (oxidantes/antioxidantes) (Kooter 2004). Estas vías 

de señalización forman una red compleja de factores evolutivamente seleccionados con la finalidad de 

contrarrestar y anular el efecto tóxico del estrés oxidante inducido por la exposición a compuestos 

oxidantes (Maher y Yamamoto 2010). Estas vías de señalización están reguladas por una gran diversidad 

de factores de transcripción entre los que se destacan STAT (signal transducers and activators of 

transcription), AP1 (activator protein 1) (Comhair y Erzurum 2002), NF-B (nuclear factor kB) (Haddad 

2004), PPAR (peroxisome proliferative-activaded protein gamma), ATF4 (activating transcription factor 

4), p53 (Maher y Yamamoto 2010) y Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-realted factor 2) (Gopalakrishnan y 

Tony Kong 2008), entre otros.  

 



 

Figura 3. Mecanismos de toxicidad de los contaminantes atmosféricos.    

 

 Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE) y Nrf2 

 El uso de sistemas antioxidantes y de reparación es el primer nivel de defensa celular para contrarrestar el 

daño inducido por el estrés oxidante (Pryor et al. 2006). La rápida inducción y activación de enzimas de  

fase II, desintoxicantes y antioxidantes no sólo minimiza el daño sino que además favorece la 

desintoxicación  de compuestos oxidantes (Kang et al. 2005). Las reacciones de conjugación catalizadas 

por las enzimas de desintoxicantes permiten eliminar los metabolitos reactivos o intermediarios y las ERO 

generadas por reacciones de óxido-reducción durante el metabolismo. De igual forma, los antioxidantes 

(ej. GSH, flavonoides (ej. quercitina) y ácido ascórbico) y enzimas antioxidantes (ej. supeóxido dismutasa 

(SOD), catalasa y glutatión peroxidasa 1 (Gpx1)) no sólo inhabilitan a las ERO y radicales libres, también 

estimulan los mecanismos de desintoxicación , ocasionando una disminución en la generación de éstas 

(Itoh et al. 2004). La regulación de la transcripción de genes que codifican para las enzimas 

desintoxicantes y la síntesis de antioxidantes y enzimas antioxidantes, en su mayoría, es mediante un 



elemento en cis localizado en la región promotora de estos genes, conocido como elemento de respuesta 

antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés) (Nguyen et al. 2000; Rushmore et al. 1990). La secuencia 

consenso de ARE (RTGAYNNNGCR, R = purinas, Y = pirimidinas, N = cualquier base) (Rushmore et 

al. 1991) se encuentra relativamente conservada entre distintos genes que codifican para enzimas 

desintoxicantes y antioxidantes (Klaassen y Reisman 2010) (Figura 4A). La transcripción de genes que 

contineen este elemento ARE puede ser activada por diversos compuestos con estructuras químicas 

variadas, entre los que se encuentran ERO, compuestos electrófilos, antioxidantes fenólicos, 

hidroperóxidos, quinonas, isotiocianatos, flavonoides, carotenoides, metales pesados y polienos 

conjugados (Dinkova-Kostova et al. 2001; Nguyen et al. 2003; Prestera et al. 1993). Asimismo, se ha 

reportado que factores físicos como la luz ultravioleta (Gao y Talalay 2004) y el estrés del retículo 

endoplásmico (Cullinan y Diehl 2006; Cullinan et al. 2003) inducen su activación.  

A partir de ensayos de cambios de movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés) se 

identificó que los miembros de la familia cap’n’collar (CNC) de factores de transcripción son capaces de 

unirse al sitio ARE (Rushmore et al. 1990). Esta familia de factores de transcripción se caracteriza por 

una estructura típica de un zipper de leucina y por guardar cierta homología con la proteína CNC de 

Drosophila (Itoh et al. 1997). Hasta el momento se han identificado seis miembros en esta familia, Nrf1, 

Nrf2, Nrf3, p45, BACH1 (breakpoint cluster región/Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) 

y BACH2 (breakpoint cluster región/Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 2) (Maher y 

Yamamoto 2010). De estos, el factor de transcripción Nrf2 es el principal regulador del mecanismo de 

defensa celular mediado por ARE (Ishii et al. 2002). A partir de estudios en ratones knock-out para Nrf2 

(Hayes et al. 2000; Itoh et al. 1997), se comprobó que Nrf2 no sólo se une a ARE sino que regula la 

expresión de una gran variedad de genes entre los que se encuentran antioxidantes (ej. GSH, enzimas 

antioxidantes (ej. catalasa), enzimas de fase I (ej. citocromos P450 (CYP2A4)), fase II (ej. GST (glutatión 

S transferasas)) y fase III (ej. MRP2, multi-drug resistance-associated protien 2), así como subunidades 

del proteasoma 26S (ej. subunidades y ), factores del crecimiento (ej. TGF (transforming growth 

factor alpha), chaperonas (ej. HSP40) y otros factores de transcripción (PPAR (peroxisome proliferative-



activaded protein gamma) (Hayes y McMahon 2009). El mecanismo de activación de la transcripción de 

genes que cotienen ARE a través de Nrf2, está, hasta cierto punto, conservado en la naturaleza. La 

homología entre el Nrf2 del pez cebra y el humano es únicamente del 49%; empero, la regulación y 

activación de esta vía así como el sitio de unión al DNA se mantienen relativamente conservados (Maher 

y Yamamoto 2010).  La conservación de Nrf2 nos indica que este mecanismo es una ventaja evolutiva 

que favorece los procesos de desintoxicación  de compuestos oxidantes, tanto endógenos como exógenos, 

y protege en contra del estrés oxidante inducido por los mismos.  

En la proteína Nrf2, tanto en la de ratón (597 amino ácidos) como en la de humano (605 amino 

ácidos), se distinguen 6 diferentes dominios denominados Neh1-Neh6 (Nrf2-ECH homolog) por su 

similitud con el homólogo de Nrf2 en pollo, ECH (Kobayashi y Yamamoto 2005). El dominio Neh1 

contiene el zipper de leucina que permite su unión al DNA y la formación de heterodímeros con otros 

factores de transcripción; este dominio está presente en todos los miembros de la familia cap’n’collar 

(Motohashi et al. 2002). Nrf2 es incapaz de unirse al sitio ARE como homodímero o monómero, por lo 

que la formación de heterodímeros es un prerrequisito para la activación de esta vía (Kobayashi y 

Yamamoto 2005). El dominio Neh2 se localiza en el extremo N-terminal de la proteína. Este es el sitio de 

unión a Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), que funciona como inhibidor/represor de Nrf2 

regulando su localización así como su degradación (Itoh et al. 1999; Kobayashi et al. 2004; Tong et al. 

2006). En el extremo C-terminal de la proteína se encuentra el dominio Neh3. Se ha reportado la unión de 

la helicase CHD6 (chromodomain DNA-binding  protein 6) a este dominio, por lo que se propone que 

éste desempeña un papel importante durante la transcripción y se sugiere que pudiera estar involucrado en 

interacciones proteína-proteína con la maquinaria transcripcional (Nioi et al. 2005). Los dominios Neh4 y 

Neh5 desempeñan un papel importante en la transactivación de Nrf2. Se ha observado que estos dominios 

unen cofactores como CBP (CREB (cAMP-response element binding protein-1) binding protein), BRG1 

(Brahma-related gene 1) (Katoh et al. 2001; Zhang et al. 2006; Zhang et al. 2009) y p160 Rac 3/SRC3 

(Lin et al. 2006). La unión y combinación de estos cofactores ayuda a explicar, hasta cierto grado, la 

especificidad e intensidad de la activación en distintos tejidos y con diversos inductores (Kobayashi y 



Yamamoto 2005). Finalmente, en estudios recientes se ha propuesto que el dominio Neh6 regula la 

degradación de Nrf2 durante condiciones de estrés. Este dominio regula la degradación nuclear de Nrf2 y 

se caracteriza por ser independiente de Keap1(McMahon et al. 2004) (Figura 4B).  

  



 

Figura 4. Elemento de respuesta antioxidante y sus reguladores. A. Secuencia consenso del elemento 

de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés). mNQO1, secuencia de NAD(P)H:quinona 

oxidoreductasa 1 de ratón; rNQO1, secuencia de NAD(P)H:quinona oxidoreductasa 1 de rata; mGSTA1, 

secuencia de la glutatión-S-transferasa subunidad 1 de ratón; rGSTA2 secuencia de la glutatión-S-

transferasa subunidad 2 de rata; hGCLM, secuencia de la glutamato cisteína ligasa subunidad reguladora 

en humano; hGCLC, secuencia de la glutamato cisteína ligasa subunidad catalítica en humano. B. 

Representación esquemática de la estructura de Nrf2. Neh, Nrf2-ECH homolog; CBP, CREB (cAMP-

response element binding protein-1) binding protein; BRG1, Brahma-related gene; CHD6, chromodomain 

DNA-binding protein 6; *Además de miembros de la familia de small MAFs, Nrf2 puede heterodimerizar 

con otros factores de transcripción Jun, PMF1 (polyamine modulated factor 1) y ATF4 (activating 

transcription factor 4), entre otros. C. Representación esquemática de la estructura de Keap1. BTB, 

Broad-complex, Tramtrack, Bric-á-brac; CTR, C-terminal region; IVR, intervining region; KR, residuos 

Kelch. Modificado de (Rubio et al. 2010). 

 



Regulación de Nrf2 

Keap1 

 En homeostasis, Nrf2 se encuentra en el citoplasma de la célula unido a una proteína citoplasmática 

llamada Keap1 (Kang et al. 2004). Keap1 es una metaloproteína (que une zinc, de unos 624 amino ácidos 

aproximadamente) (Dinkova-Kostova et al. 2005) cuya estructura se caracteriza por un dominio BTB 

(Broad-complex, Tramtrack, Bric-á-brac) de homodimerización y de unión a Culina 3; un dominio IVR 

(intervining región) que contiene una serie de residuos de cisteína y un dominio DGR (double glycine 

repeat) que está formado por seis repeticiones de doble glicina (residuos Kelch) y sirve para la unión de 

Nrf2 así como el anclaje de Keap1 al citoesqueleto de actina (Figura 4C) (Itoh et al. 1999; Li et al. 2004b; 

Zipper y Mulcahy 2002).   

 La función de Keap1 como represor o inhibidor de Nrf2 está ampliamente estudiada. Los 

primeros estudios demostraron que Keap1 se une al citoesqueleto de actina, manteniéndolo en el 

citoplasma de la célula. La unión de Nrf2 a Keap1 fija su localización citoplasmática y evita su 

translocación al núcleo (Itoh et al. 1999; Zipper y Mulcahy 2002). La interacción de Nrf2/Keap1 se ha 

descrito como un mecanismo típico de bisagra-cierre (hinge-and-latch) que consiste en dos sitios de 

unión, un sitio de alta afinidad (unión fuerte) denominado ETGE y el sitio DGL de baja afinidad (unión 

débil) en el dominio Neh2 de Nrf2 (Tong et al. 2006). La interacción del sitio de unión ETGE con el 

dominio DGR de Keap1 es clave para la represión de Nrf2, estudios de mutagénesis dirigida indican que 

mutaciones en esta región (ETGE) inducen la constitutiva translocación de Nrf2 al núcleo y la 

sobreexpresión de genes bajo su regulación (Shibata et al. 2008). El papel de Keap1 como represor de 

Nrf2  no sólo se limita a su capacidad de retener a Nrf2 en el citoplasma. En la última década diversos 

estudios demostraron que la unión de Nrf2 a Keap1 favorece su degradación por el complejo de 

proteasoma 26S (Lo y Hannink 2006). Keap1 funciona como adaptador para el complejo Cul3/Rbx1 

(cullina 3/ring box 1) E3 ligasa. Homodímeros de Keap1 se une a Cul3 a través del dominio BTB, esta 

unión permite la formación de complejo Keap1-Cul3/Rbx1 E3 ligasa que recluta a ligasa E2 (Kobayashi 

et al. 2004). La unión de Nrf2 a Keap1 permite que  Keap1  “presente”  a  Nrf2  a la ligasa E2, induciendo 



su ubiquitinación y su subsecuente degradación por el complejo del proteasoma 26S (Cullinan et al. 

2004). De esta forma, Keap1 no sólo regula el acceso de Nrf2 al núcleo sino que además controla la 

acumulación de Nrf2 regulando su degradación. 

 

Activación de Nrf2 y regulación de la defensa antioxidante 

En condiciones de homeostasis Nrf2 se localiza en el citoplasma de la célula anclado a Keap1, lo que 

regula su localización y su acumulación (Lo y Hannink 2006) (Figura 5A). Exposición a especies ERO, 

oxidantes y electrófilos, entre otros, rompen la interacción Nrf2-Keap1, permitiendo la translocación de 

Nrf2 al núcleo. Dentro del núcleo, Nrf2 dimeriza con otros factores de transcripción principalmente 

miembros de la familia de small MAFs (small musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogen) (Motohashi et 

al. 2004). Además, se ha reportado la formación de heterodímeros de Nrf2 con miembros de la familia 

Jun (Jeyapaul y Jaiswal 2000; Venugopal y Jaiswal 1998), PMF1 (polyamine modulated factor 1) (Wang 

et al. 2001) y ATF4 (activating transcription factor 4) (He et al. 2001). Estos  heterodímeros se unen al 

sitio ARE, activando la transcripción de genes blanco, entre los que se encuentran enzimas 

desintoxicantes y antioxidantes (Owuor y Kong 2002) (Figura 5B). 



 

Figura 5. Regulación de Nrf2 y activación de la respuesta antioxidante. A. En homeostasis, Nrf2 se 

localiza en el citoplasma de la célula unido a Keap1. Keap1 funciona como represor de Nrf2, evitando su 

translocación a núcleo y regulando su rápida degradación por el complejo del proteasoma 26S. B. 

Exposición a especies reactivas de oxígeno (ERO) y electrófilos, entre otros, induce la liberación de Nrf2 

de Keap1, lo que permite la acumulación de Nrf2 y su translocación a núcleo. En el núcleo, Nrf2 dimeriza 

con otros factores de transcripción como miembros de la familia small MAF. Estos heterodímeros se unen 

al sitio ARE, activando la transcripción de genes blanco, como enzimas desintoxicantes y antioxidantes. 

La rápida inducción de esta respuesta antioxidante inhibe la formación de moléculas toxicas (ej. radicales) 

y favorece la desintoxicación  de éstas. * Además de miembros de la familia de small MAFs, Nrf2 puede 

heterodimerizar con otros factores de transcripción Jun, PMF1 (polyamine modulated factor 1) y ATF4 

(activating transcription factor 4), entre otros. NES, señal de exportación nuclear; NLS, señal de 

localización nuclear; P, fosforilación; Ub, ubiquitina.  

 



La liberación de Nrf2 de Keap1 y su translocación del citoplasma al núcleo son necesarias para la 

inducción de la transcripción de los genes blanco regulados por Nrf2 bajo condiciones de estrés. Existen 

distintos modelos propuestos en la literatura que sugieren diversos mecanismos por los cuales se da la 

acumulación de Nrf2 en núcleo bajo estas condiciones. Estos mecanismos no son mutuamente 

excluyentes; bajo diferentes condiciones fisiológicas la activación de Nrf2 pudiera ocurrir de distintas 

formas (Hayes y McMahon 2009).   

 La inhibición de la interacción de Nrf2-Keap1 resulta esencial para la activación de Nrf2. Existen 

distintos modelos propuestos que explican el mecanismo por el cual dicha interacción se rompe. Se ha 

reportado la fosforilación de la serina 40 de Nrf2 por la proteína cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés) 

lo que genera cambios conformacionales en Nrf2 lo que rompe la interacción con Keap1 e induce su 

translocación al núcleo y la activación de la transcripción de genes que contienen ARE (Huang et al. 

2000, 2002). De la misma forma, mediante la utilización de inhibidores se ha reportado que Nrf2 es 

sustrato de otras cinasas, entre las que se encuentran los miembros de la familia MAP (mitogen activated 

protein kinase) cinanas (MAPK, por sus siglas en inglés) (Xu et al. 2006) JNK (Yuan et al. 2006) y ERK 

(Papaiahgari et al. 2004), la fosfatidil-inositol-3 cinasa (PI3K, por sus siglas en inglés) (Kang et al. 2002), 

la cinasa de la caseína II (CK2, por sus siglas en inglés) (Apopa et al. 2008; Pi et al. 2007), PERK (PKR-

like ER-localized eIF2 kinase) (Cullinan y Diehl 2006; Cullinan et al. 2003),  y GSK-3b (glycogen 

synthase kiase-3b) (Salazar et al. 2006), entre otras. La fosforilación de Nrf2 por estas cinasas genera su 

acumulación en núcleo y la activación de la transcripción de genes blanco. Por otro lado, se ha sugerido 

que dada la estructura de Keap1 este pudiera funcionar como un “sensor” intracelular del estado redox 

(Dinkova-Kostova et al. 2002). El dominio IVR de Keap1 (humano) contiene 27 cisteínas de las cuales al 

menos la mitad se consideran altamente reactivas (Hayes y McMahon 2009). La oxidación de estos 

residuos y/o la formación de aductos con compuestos electrófilos inducen cambios conformacionales en 

Keap1 reduciendo su capacidad para retener a Nrf2 en el citoplasma (Dinkova-Kostova et al. 2002; 

Wakabayashi et al. 2004). En la última década se han reportado cuatro cisteínas que participan en la 

regulación de Keap1. Mutaciones en las cisteínas localizadas en los amino ácidos 23, 273 y 288 (Cys23, 



Cys273 y Cys288, por sus siglas en inglés) causan la liberación de Nrf2 y la activación de ARE, 

induciendo constitutivamente la expresión de sus genes blanco (Dinkova-Kostova et al. 2002; Dinkova-

Kostova et al. 2005; Wakabayashi et al. 2004). Sin embargo, también se ha reportado que la modificación 

de estas cisteínas no es suficiente para la completa liberación Nrf2 (Eggler et al. 2005) y se ha sugerido 

que los cambios conformacionales en Keap1 generan la inhibición de la degradación de Nrf2 y la 

activación de la degradación de Keap1 (Zhang et al. 2005). La modificación de la cisteína 151 de Keap1 

provoca un cambio conformacional en el dominio BTB lo que modifica la estructura del homodímero de 

Keap1, favoreciendo su ubiquitinación y la inhibición de la degradación de Nrf2 (Zhang et al. 2005). Al 

parecer la forforilación de Nrf2 y la modificación de las cisteínas de Keap1 son mecanismos redundantes 

para la activacion de la transcripción de genes que contienen ARE, sin embargo, estos mecanismos no son 

excluyentes por lo que pudieran actuar en conjunto para garantizar y potencializar la activación de esta 

vía bajo distintas condiciones. 

Asimismo, se han  descrito en la literatura otros mecanismos que inducen la activación de Nrf2. 

Nrf2 contiene dos señales de localización nuclear, NLS (por sus siglas en inglés) en el dominio Neh1 (C-

terminal) y en el extremo N-terminal (Theodore et al. 2008), así como dos señales de exportación nuclear 

(NES, por sus siglas en inglés) en los dominios Neh1 y Neh5. Aunque no se tiene la certeza del 

mecanismo involucrado en la regulación de estas señales de localización, se ha propuesto que la señal de 

exportación nuclear (NES) en el dominio Neh5 de Nrf2 contiene una cisteína reactiva que es oxidada por 

la exposición a ERO y/o electrófilos, lo que produce la acumulación de Nrf2 en núcleo (Li et al. 2006). 

Por otro lado, se ha propuesto que Nrf2 es sustrato de la cinasa FYN. La fosforilación de la tirosina 568 

de Nrf2 por FYN, favorece la exposición de la señal de exportación nuclear (NES) localizada en el 

dominio Neh1 de Nrf2, lo que induce su exportación al citoplasma, donde se une a Keap1 para ser 

degradado (Jain y Jaiswal 2006). Asimismo, mutaciones en las señales de localización nuclear (NLS) 

evitan la translocación de Nrf2 al núcleo, inhibiendo la activación de la transcripción de genes que 

contienen  ARE. Pese a que el mecanismo que regula la importación/exportación de Nrf2 al núcleo no se 

ha descrito en detalle, se ha observado la interacción de Nrf2 con las importinas alfa 5 y beta 1,  lo que 



indica la participación del sistema de importación nuclear (nuclear import receptor system) mediado por 

heterodímeros de integrina alfa y beta (Theodore et al. 2008). Además de este mecanismo, se ha 

observado que Nrf2 tiene la capacidad de regular su propia transcripción. La región promotora de Nrf2 

contiene dos sitios ARE (Kwak et al. 2002). Distintos grupos han reportado inducción del RNA 

mensajero de Nrf2 por conocidos activadores de Nrf2 y ARE, como sulforafano (McMahon et al. 2003), 

3H-1,2-ditiol-3-tiona (DT3) (Kwak et al. 2002) y dioxinas (Miao et al. 2005). Al ser Keap1 un represor 

saturable (Kang et al. 2005), la sobreexpresión de Nrf2 permite su acumulación y translocación al núcleo 

y la activación de la transcripción de genes que contienen ARE. 

 

Contaminación atmosférica y Nrf2 

Independientemente del o los mecanismos involucrados en la disociación de Nrf2 de Keap1 y su 

translocación al núcleo, la exposición a ERO y electrófilos causa la acumulación nuclear de Nrf2, la 

activación de la transcripción que contienen y la subsecuente inducción de enzimas desintoxicantes y 

antioxidantes (Lee et al. 2004). Este mecanismo de defensa regulado por Nrf2 contrarresta el estrés 

oxidante, previene daño permanente y favorece la desintoxicación  de compuestos tóxicos, evitando la 

muerte celular (Li et al. 2005). La importancia de Nrf2 en la protección y desintoxicación  de 

contaminantes ambientales está ampliamente estudiada in vivo. En estudios en ratones knock-out para 

Nrf2 se observó que estos animales pierden la capacidad de inducir la transcripción de antioxidantes y 

enzimas desintoxicantes (Chanas et al. 2002). Además, los ratones que carecen de Nrf2 son más 

susceptibles a la toxicidad inducida por xenobióticos, como butil-hidroxitolueno (Chan y Kan 1999), 

acetaminofén (Chan et al. 2001; Enomoto et al. 2001), aflatoxina B1 (Jowsey et al. 2003), metales 

(Casalino et al. 2007; He et al. 2006; Lewis et al. 2006) y humo de cigarro (Knorr-Wittmann et al. 2005), 

entre otros. De igual forma, se ha descrito que la exposición a contaminantes atmosféricos como 

partículas diesel (diesel exhaust particles, DEP por sus siglas en inglés) (Aoki et al. 2001; Araujo et al. 

2008; Li et al. 2004a), hidrocarburos como benzo(a)pireno (Garg et al. 2008; Ramos-Gomez et al. 2001) y 

dioxinas (Ma et al. 2004; Park y Rho 2002) inducen la vía de señalización regulada por Nrf2 (Rubio et al. 



2010). Estos resultados confirman que esta vía de señalización desempeña un papel fundamental en la 

defensa y protección en contra de la exposición a contaminantes atmosféricos (Hayes y McMahon 2009) 

(Figura 6). La participación de Nrf2 en la defensa en contra de distintos contaminantes atmosféricos se 

revisó a profundidad en al artículo titulado “Effects of atmospheric pollutants in the Nrf2-survival 

pathway”, ver anexo 1.  

 

Figura 6. Mecanismo de defensa antioxidante regulado por Nrf2 inducido por la exposición a 

contaminantes atmosféricos. La activación de Nrf2 y la subsecuente inducción de enzimas de fase II y 

antioxidantes contrarrestan el estrés oxidante y favorecen la desintoxicación  de compuestos tóxicos 

inducido por la exposición a contaminantes atmosféricos, lo que evita el daño permanente en proteínas, 

lípidos y DNA, previniendo la transformación y muerte celular. ERO, especies reactivas de oxígeno. 

(Modificado de (Kaspar et al. 2009). 



Resumen 

 

El establecimiento de un estrés oxidante está descrito como uno de los mecanismos por el cual los 

contaminantes atmosféricos inducen su toxicidad. La rápida y eficiente inducción de las enzimas 

desintoxicantes y antioxidantes es el primer nivel de defensa celular para contrarrestar el daño inducido 

por el estrés oxidante. La regulación e inducción de estas enzimas ocurre a través de un elemento en cis 

en la  región promotora de sus genes, llamado elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en 

inglés). El factor de transcripción Nrf2 es el principal regulador de este elemento y su participación en la 

protección en contra de la exposición a los contaminantes ambientales está ampliamente comprobada. En 

este trabajo se explora el papel del factor de transcripción Nrf2 en la defensa contra la exposición a  los 

contaminantes atmosféricos, ozono y una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) (benceno, 

toluenos, xilenos, etilbenceno y metil tert-butil éter (MTBE)) así como el establecimiento de estrés y daño 

oxidante generados por dichas exposiciones en el hígado, el pulmón y los riñones de ratones machos 

CD1. También, mediante la utilización de un modelo in vitro, se analiza en detalle la participación de 

Nrf2 en la protección celular  (línea celular Beas-2B) contra la exposición al benceno, específicamente a 

dos de sus metabolitos más tóxicos y reactivos, la hidroquinona y la benzoquinona. Asimismo, se 

determina el mecanismo por el cual Nrf2 contrarresta la citotoxicidad inducida por la exposición a estos 

metabolitos. La exposición a estos compuestos incrementa la acumulación nuclear de Nrf2, activa la 

transcripción de genes que contienen ARE  lo que incrementa la expresión de enzimas desintoxicantes y 

antioxidantes. El silenciamiento de Nrf2 por siRNA incrementa la susceptibilidad de las células a la 

toxicidad inducida por la hidroquinona y la benzoquinona. Este incremento en la susceptibilidad está 

relacionado con la inhibición de las enzimas desintoxicantes y antioxidantes y con una reducción 

moderada en los niveles intracelulares de glutatión reducido (GSH). Estos  resultados indican que Nrf2 es 

esencial en la defensa celular en contra de la hidroquinona y la benzoquinona. 



 Por otro lado, los resultados obtenidos en nuestro modelo in vivo sugieren que la exposición al 

ozono y la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) genera estrés oxidante y daño a los lípidos 

de membrana y al DNA en los tres órganos analizados. Al compararse con los resultados obtenidos en las 

exposiciones a cada contaminante por separado, se observa que la toxicidad de estos compuestos es 

órgano-especifica. La toxicidad observada en los pulmones de los animales expuestos es consecuencia de 

la exposición al ozono. Por el contrario, el hígado y los riñones son blanco de la toxicidad inducida por 

los compuestos orgánicos volátiles (COV). Las distintas exposiciones indujeron la expresión de las 

enzimas HMOX1 y UGT1A1 lo que pudiese indicarnos la posible activación de Nrf2. Sin embargo, dadas 

las condiciones experimentales de nuestro modelo in vivo no es posible descartar la participación de otros 

mecanismos que pudieran contribuir a la inducción de estas enzimas. Por lo tanto, se requiere de 

experimentos más puntuales para corroborar la activación de Nrf2 por la exposición a estos contaminantes 

atmosféricos.  

 Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan información sobre los 

mecanismos de toxicidad desencadenados por los contaminantes atmosféricos, ozono y compuestos 

orgánicos volátiles (COV), en particular los metabolitos del benceno la hidroquinona y la benzoquinona; 

asi como los mecanismos que participan en la defensa celular en contra de éstos. Esta información 

permite el diseño de estrategias preventivas, seguras y económicas que reduzcan la toxicidad inducida por 

la exposición a estos contaminantes en poblaciones susceptibles, incluso en poblaciones 

ocupacionalmente expuestas a compuestos orgánicos como el benceno.  

  



Abstract  

 

The promotion of oxidative stress has been implicated as a key mechanism by which air pollutants, such 

as ozone and volatile organic compounds (e.g. benzene) exerts their toxicity.  The first level of defense to 

counteract (minimize) the deleterious effect of oxidative stress is the rapid and efficient induction of 

antioxidant and detoxifying genes. The regulation of these genes occurs through a cis-acting enhancer in 

their promoter region designated as antioxidant response element (ARE). The transcription factor Nrf2 

mediates the expression of antioxidants and detoxifying genes and has been shown to attenuate the 

toxicity induced by exposure to environmental pollutants. In this study we explore the role of Nrf2 in the 

protection against the air pollutants ozone and a mixture of volatile organic compounds (benzene, toluene, 

xylenes, ethylbenzene and methyl tert-butyl ether (MTBE)) as well as the generation of oxidative stress 

and damage induced in the liver, lung and kidneys of male CD1 mice exposed to these pollutants. 

Moreover, we used an in vitro model to determine the cytoprotective role of Nrf2 in the pulmonary 

defense against two benzene metabolites, hydroquinone- and benzoquinone-induced cytotoxicity. 

Exposure of the human lung epithelial cells (Beas-2B) to either hydroquinone or benzoquinone induces 

the activity of an ARE-reporter and elevates the protein levels of Nrf2 and its nuclear accumulation. 

Furthermore, hydroquinone and benzoquinone exposure also increased protein levels of antioxidants and 

detoxifying enzymes. Knockdown of Nrf2 increased the susceptibility of Beas-2B cells to hydroquinone- 

and benzoquinone-induced cytotoxicity and cell death.  Increased susceptibility of the Nrf2 knockdown 

cells is associated with reduced glutathione levels and loss of inducibility of ARE-driven genes. Taken 

together, the results indicate that Nrf2 is essential in the protection against hydroquinone- and 

benzoquinone-induced toxicity. 

 The exposure of mice to ozone and volatile organic compounds induced oxidative stress and lipid 

and DNA damage in liver, lungs and kidneys. When compared to single pollutant effectss, our results 

suggest that oxidative stress and damage observed in the lungs of exposed animals is caused mainly by 



ozone; while, liver and kidneys were primarily affected by the volatile organic compounds. Exposure to 

ozone and volatile organic compounds induced up-regulated two well-know Nrf2-effectors, HMOX1 and 

UGT1A1. These results suggest the activation of the Nrf2 pathway by these air pollutants. However, 

future studies will be required to fully determine Nrf2 activation and its function in protection against 

ozone and volatile organic compounds.  

 The present study investigated the mechanisms of toxicity of air pollutants, ozone and volatile 

organic compounds, benzene and two of its metabolites, hydroquinone and benzoquinone as well as the 

defense mechanisms involve in the protection against these xenobiotics. The knowledge and 

understanding obtained can allow the design of simple and safe strategies to provide protection against 

the exposure to these pollutants not only in susceptible population but also in occupationally exposed 

population.  

 



Antecedentes y planteamiento del problema 

 

La ciudad de México y su zona metropolitana, región denominada como Zona Metropolitana del Valle de 

México (ZMVM), concentra la mayor densidad poblacional y gran parte de la actividad industrial y 

comercial del país (SEMARNAT 2008). Se estima que las actividades cotidianas de aproximadamente 20 

millones de habitantes, 4 millones de vehículos en circulación y más de 36,000 industrias (30% del total 

nacional) emiten más de 3.3 millones de toneladas de contaminantes atmosféricos al año (SEMARNAT 

2008; SETRAVI 2011; SMA 2008; Yip y Madl 2000). La ZMVM está ubicada a 2240 metros sobre el 

nivel del mar, por lo que su atmósfera contiene 12% menos de oxígeno. Esto produce que la quema de 

combustibles sea incompleta lo que incrementa la concentración de hidrocarburos y partículas 

suspendidas emitidas a la atmósfera. Además de presentar alta incidencia de radiación solar, la ZMVM se 

caracteriza por procesos estacionales con variación de temperatura en superficie y por estar rodeada por 

cadenas montañosas. Al localizarse en el centro del país, la ZMVM está expuesta a sistemas 

meteorológicos de alta presión que generan estabilidad atmosférica. Estas características fisiográficas y 

climatológicas de la región determinan su reducida capacidad para soportar la carga de contaminantes así 

como la dinámica de los mismos (SMA 2008). 

Al estar rodeada por cadenas montañosas la circulación de los vientos en la superficie es limitada, 

lo que reduce la dispersión de contaminantes atmosféricos e incrementa la concentración de los mismos. 

Esto genera que la población de la ZMVM esté expuesta a altas concentraciones de contaminantes, como 

el ozono (O3), los óxidos de nitrógeno (NOx), el monóxido de carbono (CO), los metales pesados (ej. 

plomo), las partículas suspendidas con un diámetro menor 10 M y 2.5 M (PM10 y PM2.5, 

respectivamente) y los compuestos orgánicos volátiles (COV) (Ferm et al. 2006; SMA 2008). En las 

últimas décadas, se han instrumentado medidas para reducir la emisión y la exposición a estos 

contaminantes, en especial para disminuir los niveles de ozono (Zavala et al. 2009). Pese a estos 

esfuerzos, durante 2007, el 61% de los días se superaron los niveles permisibles de ozono (0.1ppm/hora 

una vez al año) (SEMARNAT 2008) por lo que la población de la ZMVM se encuentra expuesta a este 



contaminante de forma recurrente. Por otro lado, en estudios recientes de nuestro laboratorio se reportó 

que los habitantes de la ZMVM están expuestos diariamente a altos niveles de compuestos orgánicos 

volátiles (COV) (Tovalin et al. 2006), especialmente de benceno, tolueno, xilenos y metil tert-butil éter 

(MTBE, por sus siglas en inglés). Actualmente no existe ninguna norma oficial mexicana que regule la 

concentración de estos contaminantes en aire y únicamente una estación de la “red de monitoreo 

ambiental” (RAMA) determina las concentraciones de benceno, tolueno y formaldehído (Serrano-

Trespalacios 2011). De estos compuestos orgánicos volátiles (COV), el benceno está considerado como 

altamente tóxico  y está catalogado como carcinógeno en humanos (EPA 2009; IARC 1997) y la 

exposición inclusive a bajas concentraciones en aire (1g/m3) incrementa el riesgo de leucemia (Hrelia et 

al. 2004).  

La capacidad de estos contaminantes atmosféricos para generar daño celular está ampliamente 

estudiada. Distintos grupos han reportado la correlación entre la exposición al ozono y daño al DNA 

(Rojas et al. 2000; Valverde et al. 1997), proteínas (Lee et al. 2003b) y lípidos de membrana (Corradi et 

al. 2002). De igual forma, se ha observado la inducción de  daño a DNA (Roma-Torres et al. 2006) y 

oxidación de proteínas (Coleman et al. 2003; Powley y Carlson 1999) por la exposición a compuestos 

orgánicos volátiles (COV). Sin embargo, poco se conoce de los mecanismos de defensa que participan en 

la protección celular en contra de estos compuestos. Como se mencionó anteriormente, el mecanismo de 

toxicidad del ozono y de los compuestos orgánicos volátiles (COV) involucra la producción de ERO y 

radicales libres que conlleva al establecimiento de estrés oxidante (Bocci 2006; Bolton et al. 2000; 

Nedelcheva et al. 1999; Pryor et al. 1995). El uso de sistemas antioxidantes y enzimas de desintoxicación  

es el primer nivel de defensa para contrarrestar el daño inducido por el estrés oxidante (Pryor et al. 2006). 

Este mecanismo de defensa adaptativo está regulado principalmente por el factor de transcripción Nrf2 

(Lee et al. 2004). La activación de Nrf2 causa la rápida inducción de las enzimas de fase II y 

antioxidantes, que inhibe la generación de ERO y favorece la desintoxicación  de radicales libres y 

metabolitos tóxicos, evitando el daño oxidante permanente y la muerte celular (Li et al. 2005). Si bien el 

papel de Nrf2 en la protección celular contra la exposición a hidrocarburos poliaromáticos y materia 



particulada (partículas suspendidas) está ampliamente comprobado (Rubio et al. 2010) poco se conoce del 

papel que desempeña en el mecanismo de defensa en contra de otros contaminantes atmosféricos, como el 

ozono y los compuestos orgánicos volátiles (COV). Por ende, en este trabajo se evalúa la capacidad del 

ozono y los compuestos orgánicos volátiles (COV), en específico el benceno, para inducir tanto estrés 

oxidante como la activación de la vía de Nrf2, y su papel en la protección celular en contra de estos 

contaminantes atmosféricos.   

 



Hipótesis 

Proponemos que la exposición al ozono y/o los a compuestos orgánicos volátiles (COV), benceno, 

tolueno, xilenos, etilbenceno y metil tert-butil éter (MTBE), genera estrés oxidante, la activación de la vía 

de señalización regulada por Nrf2 y un incremento en la expresión de enzimas desintoxicantes y 

antioxidantes, protegiendo al organismo en contra de la toxicidad de estos contaminantes. 

 

Objetivos 

Objetivo general 

Determinar el papel del factor de transcripción Nrf2 en el mecanismo de protección celular ante la 

exposición al ozono y/o los compuestos orgánicos volátiles (COV). 

 

Objetivos específicos  

Con la finalidad de estudiar el papel del factor transcripción Nrf2 en el mecanismo de defensa en contra 

de la exposición al ozono y/o los compuestos orgánicos volátiles (COV), se siguieron dos estrategias, una 

in vitro y una in vivo, cada una de ellas con objetivos en específicos.   

 

Estudio in vitro 

El objetivo inicial de este trabajo fue utilizar el ozono y una mezcla de compuestos orgánicos volátiles 

representativa de las condiciones de contaminación atmosférica de la Zona Metropolitana del Valle de 

Mexico (ZMVM), sin embargo, dada una serie de limitaciones metodológicas, entre las que se encuentra 

la volatilidad de los compuestos orgánicos a 37˚C (temperatura de los cultivos celulares) y su baja 

solubilidad, se decidió utilizar como modelo de estos contaminantes al benceno. Dado que la toxicidad 

del benceno está mediada, principalmente por la generación de los metabolitos reactivos hidroquinona 

(HQ) y benzoquinona (BQ) estos compuestos fueron utilizados (Powley y Carlson 2001). Este estudio se 

realizó empleando células humanas de pulmón no transformadas (Beas-2B).    



Los objetivos específicos de este estudio fueron los siguientes: 

 Evaluar la capacidad de la hidroquinona y la benzoquinona para activar el elemento de respuesta 

antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés). 

 Establecer la inducción de enzimas desintoxicantes y antioxidantes por la exposición a la 

hidroquinona y la benzoquinona. 

 Evaluar la generación de estrés oxidante por la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona. 

 Determinar la activación de Nrf2 (translocación a núcleo) por la exposición a la hidroquinona y la 

benzoquinona. 

 Elucidar el papel de Nrf2 en la protección celular en respuesta a la exposición a la hidroquinona y 

la benzoquinona. 

 

Estudio in vivo 

 Cuantificar la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y cambios en la actividad de las 

enzimas antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa (SOD) inducidos por la exposición vía 

inhalatoria  al ozono y/o una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (benceno, tolueno, 

xilenos, etilbenceno y metil tert-butil éter (MTBE) en hígado, riñón y pulmón de ratones CD1.  

 Determinar los cambios en los niveles de mRNA y proteína de enzimas desintoxicantes y 

antioxidantes bajo la regulación de Nrf2 en cada órgano, como consecuencia de la exposición al 

ozono y/o una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (benceno, tolueno, xilenos, etilbenceno 

y metil-tert-butiléter (MTBE). 

 Evaluar el daño al DNA, proteínas y lípidos de membrana en los órganos referidos, como 

consecuencia de la exposición al ozono y/o una mezcla de compuestos orgánicos volátiles 

(benceno, tolueno, xilenos, etilbenceno y metil-tert-butiléter (MTBE). 

 

 



 

Materiales y métodos 

Con la finalidad de estudiar en detalle el papel de Nrf2 en respuesta a la exposición al ozono y/o 

a los compuestos orgánicos volátiles (COV), en particular el benceno, se trabajaron dos modelos, 

un modelo in vitro y otro in vivo. A continuación se presenta la estrategia que se siguió en cada 

uno de estos modelos para cumplir con los objetivos antes planteados. Los materiales y métodos 

de cada uno de ellos están descritos en detalle en la sección de resultados, en cada uno de los 

artículos correspondientes. 

 

Materiales y métodos: estudio in vitro 

La estrategia inicial de este trabajo fue exponer cultivos celulares al ozono y una mezcla de compuestos 

orgánicos volátiles representativa de las condiciones de contaminación atmosférica de la ZMVM. Sin 

embargo, dada una serie de limitaciones metodológicas, entre las que se encuentra la elevada volatilidad 

de los compuestos orgánicos a 37˚C (temperatura de los cultivos celulares) y su baja solubilidad, se 

decidió utilizar otro enfoque. De los compuestos orgánicos volátiles (COV) reportados en la literatura a 

los que la población de la ZMVM está expuesta a altas concentraciones (Tovalin et al. 2006), el benceno 

representa un problema de salud pública (Han y Naeher 2006). El benceno es carcinógeno en humanos 

(IARC 1997) y su toxicidad está mediada, en gran parte, por la generación de los metabolitos reactivos la 

hidroquinona (HQ) y la benzoquinona (BQ) (Powley y Carlson 2001). Dado que estos metabolitos son 

solubles en el medio de cultivo y son más estables que el benceno se decidió utilizarlos como modelo de 

este contaminante atmosférico.  

 

Estrategia 

El pulmón es el sitio de contacto de los contaminantes inhalados. En la última década se ha descrito en la 

literatura la capacidad de las células pulmonares para metabolizar benceno a la hidroquinona y la 

benzoquinona (Powley y Carlson 2000, 2001; Sheets et al. 2004). Tomando en cuenta esto, se utilizó 



 

como modelo para este estudio células del epitelio bronquial humano (Beas-2B). Para determinar la 

capacidad de la hidroquinona y la benzoquinona para inducir la vía de señalización regulada por Nrf2 se 

siguió siguiente estrategia (figura 7). 

 

Figura 7. Estrategia de trabajo del estudio in vitro. HQ, hidroquinona; BQ, benzoquinona; GSS, 

glutatión sintetasa; (GCLM) glutamato cisteína ligasa subunidad reguladora; HMOX1, hemooxigenasa 1; 

NQO1, NAD(P)H:quinona óxidoreductasa 1; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphenyl)-2H-tetrazolium); PI, ioduro de propodio; siRNA, short 

interference RNA. 

 

Activación de la transcripción del elemento de respuesta antioxidante (ARE) 

Para determinar la activación de la transcripción de los genes que continen el elemento de respuesta 

antioxidante (ARE) por la exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona se utilizó el vector reportero 

pGL2B-NQO1-ARE-LUC (denominado ARE-LUC) (Dhakshinamoorthy y Jaiswal 2000). Este vector 



 

contiene el elemento ARE de la enzima NQO1 (NAD(P)H:quinona óxidoreductasa 1) en la región 

promotora regulando la expresión de la enzima luciferasa de luciérnaga (Dhakshinamoorthy y Jaiswal 

2000) (figura 8A). La utilización de este vector con el gen reportero permitió evaluar la respuesta de ARE 

ante la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona. Las células Beas-2B se transfectaron con este 

vector reportero empleando Lipofectamina 2000 (Invitrogen Coorporation) y se trataron con distintas 

concentraciones de hidroquinona o benzoquinona. Después del tratamiento, la actividad de la enzima 

luciferasa se determinó usando el sistema de Promega Coorporation “Bright-Gloluciferase assay”.  



 

 

Figura 8. Estructura de los vectores utilizados en el estudio in vitro. A. Estructura del vector ARE-

LUC. Este vector se utilizó para establecer la activación de la transcripción de genes que contienen el 

elemento de respuesta (ARE) por la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona. ARE NQO1, 

elemento de respuesta antioxidante de la enzima NQO1 (NAD(P)H:quinona óxidoreductasa 1). B. 

Estructura del vector Nrf2-V5.Este vector se utilizó para la sobreexpresión de Nrf2 en las células Beas-

2B.  

 



 

Translocación nuclear de Nrf2 e inducción de enzimas desintoxicantes y antioxidantes 

Para evaluar la activación de Nrf2 por la exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona se determinó 

su acumulación nuclear y la inducción de algunas enzimas desintoxicantes y antioxidantes bajo su 

regulación. Para determinar la translocación de Nrf2, se aislaron los núcleos de las células Beas-2B 

tratadas con la hidroquinona o la benzoquinona (Kit: NE-PER System, Pierce Chemical Co). A partir de 

inmunoblots se determinaron los niveles de Nrf2 en ambas fracciones, nuclear y citoplasmática. Por otro 

lado, las células Beas-2B se trataron con hidroquinona o benzoquinona y se realizaron los inmunoblots 

correspondientes para determinar los cambios en los niveles de las siguientes proteínas: glutatión sintetasa 

(GSS), glutamato cisteína ligasa subunidad reguladora (GCLM), la hemo oxigenasa 1 (HMOX1) y la 

enzima NAD(P)H:quinonaóxidoreductasa 1(NQO1).  

 

Nrf2 y su papel en la citotoxicidad y muerte celular inducidas por la exposición a la hidroquinona y 

a la benzoquinona 

Para elucidar el papel de Nrf2 en el mecanismo de defensa en contra de la exposición a la hidroquinona y 

la benzoquinona se utilizaron dos estrategias para regular los niveles de Nrf2 intracelular: su 

sobreexpresión y su silenciamiento (figura 7). El vector pcDNA-Nrf2-V5 (denominado Nrf2-V5)(figura 

8B) contiene la secuencia del marco abierto de lectura de Nrf2 regulado por el promotor del 

citomegalovirus (CMV), lo que permite la expresión constitutiva de Nrf2 (Jain et al. 2005). Las células 

Beas-2B se transfectaron utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen Coorporation) y la sobreexpresión de 

Nrf2 se determinó por inmunoblotting. Por otro lado, para conseguir el efecto contrario, es decir reducir 

los niveles de Nrf2, se empleó RNA de interferencia (Lee et al. 2008). Las células Beas-2B se 

transfectaron utilizando Dharmafect1 (Dharmacon) y los niveles de Nrf2 se corroboraron por 

inmunoblotting.  

 Tanto las células que sobreexpresan Nrf2 así como las que tienen reducidos niveles de Nrf2 

(knockdown) fueron tratadas con distintas concentraciones de hidroquinona o benzoquinona. 

Posteriormente, se analizó la citotoxicidad y muerte celular inducida por los tratamientos. Para evaluar la 



 

citotoxicidad inducida se utilizó la oxidación de MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphenyl)-2H-tetrazolium) como indicador de viabilidad (Promega 

Coorporation). Para evaluar la muerte celular inducida, las células se marcaron para anexina V/ioduro de 

propidio (sobreexpresión) y anexina V/7-AAD (knockdown) y se cuantificaron por citometría de flujo. 

Estos experimentos permitieron conocer la importancia de Nrf2 en la protección celular en contra de la 

exposición a la hidroquinona y la benzoquinona.  

 

Mecanismo de defensa regulado por Nrf2 

En la literatura está reportado que la exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona induce la 

generación de ERO lo que provoca la reducción en los niveles de GSH intracelular (Luo et al. 2008; 

Snyder y Hedli 1996). Para corroborar la capacidad de la hidroquinona y la benzoquinona para reducir los 

niveles de GSH en las células Beas-2B, éstas se trataron con distintas concentraciones de hidroquinona o 

benzoquinona y se cuantificaron los niveles de GSH intracelular utilizando el compuesto Thiol Tracker 

Violet (Invitrogen Coorporation). Al unirse al GSH, este compuesto produce fluorescencia que es 

analizada en un fluorómetro. La fluorescencia obtenida correlaciona con los niveles de GSH. De igual 

forma, se determinaron los niveles de GSH intracelular en células knockdown para Nrf2. Por otra parte, 

se determinaron los niveles de enzimas antioxidantes reguladas por Nrf2 en las células knockdown 

tratadas con la hidroquinona y la benzoquinona. La determinación de los niveles de GSH así como la 

inducción de enzimas antioxidantes en las células knockdown para Nrf2 permitieron elucidar el 

mecanismo por el cual Nrf2 protege en contra de la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona.  

 

 

 

 

 

 



 

Resultados: estudio in vitro 

 

Artículo 1 

“Essential role of Nrf2 in protection against hydroquinone- and benzoquinone- induced cytotoxicity” 

Rubio
 
V., Zhang J., Valverde M., Shi ZZ. y E. Rojas. 2011 

Toxicology in vitro 2011, 25(2):521-529. 

 

En este artículo se presentan los datos obtenidos en el modelo in vitro en el que se evaluó el papel del 

factor de transcripción Nrf2 ante la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona en la línea celular 

humana del epitelio bronquial, Beas-2B. Los resultados obtenidos son los siguientes: 

 

 La exposición a la hidroquinona y la benzoquinona causan la acumulación nuclear de Nrf2,  

activan la transcripción de genes que contiene el elemento de respuesta antioxidante (ARE), y la 

subsecuente inducción de las enzimas desintoxicantes y antioxidantes, NQO1, GSS, GCLM y 

HMOX1.  

 La exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona reduce los niveles de glutatión (GSH) 

intracelular. 

 La sobreexpresión de Nrf2 protege en contra de la citotoxicidad y la muerte celular inducidas por 

la exposición a la hidroquinona y la benzoquinona. Por el contrario, la reducción de los niveles de 

Nrf2 por RNA de interferencia (siRNA, short interference RNA) exacerba la toxicidad de dichos 

compuestos.  

 Las células knockdown para Nrf2 tienen reducidos niveles de glutatión (GSH) intracelular y 

pierden la capacidad de inducir las enzimas GSS y HMOX1.  

 



 

Materiales y métodos: estudio in vivo 

Con la finalidad de establecer la capacidad del ozono y/o una mezcla de compuestos orgánicos volátiles 

para inducir el establecimiento de estrés y daño oxidante y la subsecuente activación de la vía de 

señalización regulada por Nrf2 in vivo se siguió la siguiente estrategia (figura 9).  

 

 

Figura 9. Estrategia de trabajo del estudio in vivo. COV, compuestos orgánicos volátiles; [ERO], 

concentración intracelular de las especies reactivas de oxígeno; MTBE, metiltert-butil éter; HMOX1, 

hemooxigenasa 1; UGT1A1, UDP-glucoronosiltransferasa 1 A1. 

 

Exposición  

En todos los experimentos se utilizaron ratones machos CD1 de aproximadamente 45 días de edad y con 

un peso de entre 30 y 35 gramos. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura  

(17± 2˚C) y humedad relativa (50± 5%), con ciclos de 12 h de luz-obscuridad y con alimento y agua ab 



 

libitum. Los experimentos se llevaron a cabo en una cámara de exposición acrílica (figura10) (5 mm de 

grosor, acrílico transparente). Esta cámara de exposición cuenta con entrada y salida de aire, conexión 

eléctrica y dos compartimentos independientes que permiten mantener a los animales aislados de los 

instrumentos (generador de ozono y ozonómetro). Los animales se dividieron de manera aleatoria en 

cuatro grupos de tres animales: grupo 1, control, expuesto a agua deionizada;  grupo 2, animales 

expuestos al ozono; grupo 3, animales expuestos a una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV); 

y grupo 4, animales expuestos al ozono y a una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV). Para la 

producción de ozono se utilizó un generador de ozono (Ozone air purifier  XT-120/240) y su 

concentración fue monitoreada durante todo el experimento mediante un ozonómetro (Ozone sensor 

Model a-21ZX). Por otro lado, para simular, hasta cierto grado, las condiciones a las que está expuesta la 

población de la ZMVM (Tovalin et al. 2006), se utilizó una mezcla de compuestos orgánicos volátiles que 

contiene 2000 g/ml de benceno, tolueno, una mezcla de isómeros de xileno, etilbenceno y metiltert-butil 

éter (MTBE)(BTEX/MTBE, Supelco Inc). 

 

 

Figura 10. Cámara de exposición. La cámara de exposición (acrílico transparente, 5 mm de grosor) 

cuenta con dos compartimientos aislados que permite mantener a los animales aislados de los 

instrumentos, entrada y salida de aire y conexión eléctrica.  

 



 

 La tabla 1presenta las concentraciones utilizadas en cada una de las exposiciones. Los animales 

en el grupo control inhalaron vapores de agua desionizada durante el mismo periodo de tiempo. Las 

concentraciones de ozono empleadas corresponden a la norma horaria establecida por la Secretaria de 

Salud mexicana (0.1 ppm) (SSA 1993) y al límite de emergencia máximo (EEL, emergency exposure 

limit por sus siglas en inglés) establecido por el Comité de Toxicología Estados Unidos de América 

(1ppm, (Committee-of-Toxicology 2000)). De los compuestos orgánicos volátiles (COV) en la mezcla 

usada, el benceno está catalogado como el de mayor toxicidad por lo que se decidió trabajar con la 

concentración máxima permisible para una exposición aguda (OSHA 2009) de benceno (5 ppm). La 

mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) fue volatilizada e inyectada directamente en la cámara 

de exposición. Aire filtrado se inyectó constantemente en la cámara de exposición, para garantizar la 

homogénea distribución de los contaminantes. Para evaluar los efectos agudos de estos contaminantes, las 

exposiciones tuvieron una duración de una hora, inmediatamente después los animales fueron sacrificados 

por dislocación cervical y el hígado, los pulmones y los riñones fueron colectados.  

 

Tabla 1. Diseño experimental. 

Grupo Contaminante Concentración Normatividad 

Control Agua desionizada ______ ______ 

Ozono Ozono 
0.11 ± 0.02 ppm 

1 ± 0.12 ppm 

NOM -020-SSA1-1993 

Committee of Toxicology 2000 

COV Mezcla de COV 5 ppm OSHA 2009 

Ozono + COV Ozono + mezcla de COV 1 ± 0.12 ppm + 5 ppm 
Committee of Toxicology 2000 

OSHA 2009 

Nota: COV, compuestos orgánicos volátiles; mezcla de COV contiene benceno, tolueno, isómeros de 

xileno, etilbenceno y metiltert-butil éter (MTBE). 

 

Estrés oxidante y daño a DNA, proteínas y lípidos de membrana 

Para determinar el estrés oxidante como consecuencia de las exposiciones, se utilizaron distintos 

indicadores para evaluar su establecimiento. Por un lado, la generación de ERO intracelular se cuantificó 



 

directamente mediante la oxidación de dihidrorodamina123 a rodamina123. Por otro lado, se evaluaron 

los cambios en la actividad de la catalasa y la superóxido dismutasa, enzimas antioxidantes que responden 

al estrés oxidante. De igual forma, se determinó la concentración de malondialdehído (MDA) y la 

formación de carbonilos como indicadores de daño oxidante a lípidos de membrana y a proteínas. Aunado 

a esto, se evaluó el daño a DNA inducido por las exposiciones por el ensayo Cometa. Para mayor detalle 

de los protocolos que se utilizaron referirse al artículo correspondiente.  

 

Cambios en los niveles de expresión de enzimas desintoxicantes y antioxidantes 

Finalmente, como indicador de la activación de la vía de señalización de Nrf2 se utilizaron los cambios en 

los niveles de mRNA y proteína de dos enzimas que están bajo su regulación, la UDP-

glucoronosiltransferasa 1 A1 (UGT1A1) y la hemo oxigenasa 1 (HMOX1). La UGT1A1 cataliza la 

conjugación de ácido glucorónico con distintos compuestos, como los metabolitos intermediarios del 

metabolismo de los compuestos orgánicos volátiles (COV) (Luo et al. 2008; Smith 1999; Trush et al. 

1996), lo que favorece su excreción incrementado su solubilidad. De forma similar, la HMOX1 es una 

enzima antioxidante que responde al estrés oxidante y desempeña un papel fundamental contrarrestando 

las ERO y los radicales libres (Prawan et al. 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Resultados: Estudio in vivo 

 

Artículo 2 

“Oxidative stress induced by inhalation of a mixture of ozone and volatile organic compounds” 

Rubio
 
V., Valverde M. y E. Rojas. 2011 

Artículo sometido a: Journal of Environmental Toxicology and Pharmacology. 

 

En este artículo se presentan los resultados obtenidos en el modelo in vivo en el que se evaluó la 

generación de estrés y daño oxidante como consecuencia de la exposición al ozono, a los compuestos 

orgánicos volátiles (COV, benceno, tolueno, isómeros de xileno, etilbenceno y MTBE) y a una mezcla de 

ozono y estos compuestos orgánicos volátiles (COV) en el hígado, los pulmones y los riñones de ratones 

machos CD1. De igual forma, se determinaron los cambios en los niveles de expresión de las enzimas 

HMOX1 y UGT1A1, como indicadores de la posible activación de la vía de señalización regulada por 

Nrf2. En resumen, estos son los resultados obtenidos: 

 

 La exposición a la mezcla de ozono y los compuestos orgánicos volátiles induce ERO, cambios 

en la actividad de las enzimas catalasa y superóxido dismutasa (SOD) y daño a lípidos de 

membrana (lipoperoxidación) y DNA en el hígado, los pulmones y los riñones de los animales 

expuestos. Al ser comparados con los resultados obtenidos en las exposiciones a un sólo 

contaminante, ozono o los compuestos orgánicos volátiles (COV), los resultados indican que el 

estrés oxidante y daño a lípidos de membrana (lipoperoxidación) y DNA en el pulmón de los 

animales expuestos a la mezcla de estos contaminantes es generado principalmente por el ozono; 

contario a lo observado en el hígado y los riñones, en los cuales la toxicidad inducida es mediada 

inicialmente por los compuestos orgánicos volátiles (COV).  

 Los resultados muestran efectos tóxicos del ozono en el hígado y los riñones de los animales 

expuestos a este contaminante.  



 

 Además, en el hígado y los riñones de los animales expuestos a la mezcla de ozono y compuestos 

orgánicos volátiles (COV), se observa mayor daño a lípidos de membrana (lipoperoxidación) y 

DNA que en los órganos de los animales expuestos únicamente a los compuestos orgánicos 

volátiles (COV), lo que pudiera indicar, hasta cierto grado, una sinergia entre el ozono y los 

compuestos orgánicos volátiles (COV).  

 La exposición a la mezcla de ozono y a los compuestos orgánicos volátiles (COV) induce 

incrementos en los niveles de las proteínas HMOX1 y UGT1A1, en el hígado y los pulmones de 

los animales expuestos.  

  



 

Resultados: exposición a 0.11 ppm de ozono 

 

A continuación se presentan los resultados obtenidos en el hígado, los pulmones y los riñones de los 

animales expuestos a 0.11 ppm de ozono durante una hora. Esta concentración representa el límite 

máximo permisible de ozono (ppm/hora una vez al año) (SSA 1993) y nos permitió explorar los efectos 

del ozono en bajas concentraciones. Estos resultados son parte de un tercer manuscrito que se encuentra 

en fase de preparación. 

 

 Establecimiento de estrés oxidante 

En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos para la generación de ERO y los cambios en la actividad 

de las enzimas catalasa y superóxido dismutasa (SOD), en el hígado, los pulmones y los riñones de los 

animales expuestos a 0.11 ppm de ozono durante 1 hora.  

  



 

 

Tabla 2. Producción de ERO y cambios en la actividad de las enzimas catalasa y superóxido dismutasa en 

el hígado, pulmón y riñón de ratones expuestos a 0.11 ppm de ozono. 

Órgano 

ERO 

 g rodamina/ 

g proteína) 

SOD 

(U/mg proteína) 

Catalasa 

(mK15 s/mg proteína) 

Hígado    

Control  0.64 ± 0.25 6.91 ± 0.16 2.31 ± 0.03 

Ozono   0.49 ± 0.18 6.99 ± 0.42 4.3 ± 0.19** 

Pulmón    

Control 0.14 ± 0.02 23.85 ± 1.35 3.35 ± 0.007 

Ozono 0.18 ± 0.03 45.57 ± 3.56** 5.49 ± 0.018** 

Riñón    

Control 0.45 ± 0.19 6.5 ± 0.21 2.53 ± 0.012 

Ozono  0.53 ± 0.16 8.62 ± 0.42* 2.53 ± 0.024 

Prueba de t de Student *p < 0.05 **p < 0.01 (media ± EE; n=3). Los animales fueron expuestos a 0.11 ± 

0.02 ppm de ozono durante 1 h. Los animales en el grupo control estuvieron expuestos a agua desionizada 

por el mismo tiempo. ERO, especies reactivas de oxígeno; ppm, partes por millón; SOD, superóxido 

dismutasa total; U, unidad enzimática. 

 

 

Daño a lípidos de membrana y DNA 

Se evaluó el daño a lípidos de membrana (lipoperoxidación) y a DNA por la exposición aguda al ozono 

en el hígado, los pulmones y los riñones de los animales expuestos. La figura 11 muestra los resultados 

obtenidos.  



 

 

Figura 11. Daño a lípidos de membrana (lipoperoxidación) y DNA en el hígado, los pulmones y los 

riñones de los animales expuestos a 0.11 ppm de ozono durante 1 h. A. Daño a lípidos de membrana 

(lipoperoxidación). La concentración de malondialdehído (MDA) se utilizó como indicador de 

lipoperoxidación. B. Daño a DNA. El daño a DNA inducido por la exposición al ozono se determinó por 

el ensayo Cometa. El parámetro que se presenta en estas graficas es el porcentaje (%) de DNA en la cola 

del cometa. Prueba de t de Student *p < 0.05 **p < 0.01 (media ± DE; n=3). 

 

Cambios en los niveles de HMOX1 y UGT1A1 

Para evaluar la posible activación de la vía de señalización regulada por Nrf2, se utilizaron como 

indicadores los cambios en los niveles de RNA mensajero (mRNA, por sus siglas en inglés) y proteína de 

las enzimas HMOX1 y UGT1A1 que están bajo su regulación. De igual forma, para evaluar la 

acumulación de Nrf2 por la exposición, los cambios en sus niveles también se cuantificaron. La figura 12 

muestra los resultados obtenidos. 



 

 

Figura 12. Cambios en los niveles de mRNA y proteína de las enzimas HMOX1 y UGT1A1 

inducidos por la exposición a 0.11 ppm de ozono. A. Cambios en los niveles de mRNA (RNA 

mensajero). Los cambios en la concentración de mRNA de estas enzimas se determinaron por RT-PCR.
 

Como control interno se utilizó el gen L32 y los datos se normalizaron con respecto al control (animales 

que inhalaron agua desionizada por 1 h). B. Cambios en la concentración de estas proteínas. La 

concentración de estas proteínas se determinó por inmunoblotting (Western blot). Como control interno se 

utilizó la -actina y los datos se presentan normalizados con respecto al control. 
╪
En ambos casos, los 

resultados fueron analizados utilizando el programa de cómputo EDAS 290 (Eastman Kodak Co.), el cual 

permitió cuantificar la intensidad de las bandas obtenidas. Prueba de t de Student *p < 0.05 (media ± DE; 

n=3). HMOX1, hemo oxigenasa 1; UGT1A1, UDP-glucoronosil transferasa 1. 



 

Resultados: exposición a 5 ppm de compuestos orgánicos volátiles 

 

Daño a DNA 

Los resultados que se presentan a continuación proveen información adicional que permite entender el 

efecto de la exposición a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV).  Además del daño a lípidos 

de membrana, también se evaluó el daño a DNA por la exposición aguda a la mezcla de compuestos 

orgánicos volátiles (COV) en el hígado, los pulmones y los riñones de los animales expuestos. La figura 

13 muestra los resultados obtenidos con respecto al daño inducido al DNA por la exposición a 5 ppm de 

una mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV). 

Figura 13. Daño a DNA por la exposición a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) en el 

hígado (A), el pulmón (B) y los riñones (C). El daño a DNA inducido por la exposición al ozono se 

determinó por el ensayo Cometa. El parámetro que se presenta en estas graficas es el porcentaje (%) de 

DNA en la cola del cometa. Prueba de t de Student *p < 0.05 **p < 0.01 (media ± DE; n=3). 

 

Cambios en los niveles de HMOX1 y UGTA1A 

A continuación se presentan los resultados de los cambios en los niveles de mRNA y proteínas de las 

enzimas HMOX1 y UGT1A1 en el hígado, los pulmones y los riñones de los animales expuestos a 5 ppm 

de compuestos orgánicos volátiles que no fueron incluidos en el artículo antes mencionado (figura 14).  



 

 

Figura 14. Cambios en los niveles de mRNA y proteína de las enzimas HMOX1 y UGT1A1 

inducidos por la exposición a 5 ppm de compuestos orgánicos volátiles. A. Cambios en los niveles de 

mRNA (RNA mensajero). Los cambios en la concentración de mRNA de estas enzimas se determinaron 

por RT-PCR.
 
Como control interno se utilizó el gen L32 y los datos se normalizaron con respecto al 

control (animales que inhalaron agua desionizada por 1 h). B. Cambios en la concentración de estas 

proteínas. La concentración de estas proteínas se determinó por inmunoblotting (Western blot). Como 

control interno se utilizó la -actina y los datos se presentan normalizados con respecto al control. 
╪
En 

ambos casos, los resultados fueron analizados utilizando el programa de cómputo EDAS 290 (Eastman 

Kodak Co.), el cual permitió cuantificar la intensidad de las bandas obtenidas. Prueba de t de Student *p < 

0.05 (promedio ± DE; n=3). HMOX1, hemo oxigenasa 1; UGT1A1, UDP-glucoronosil transferasa 1 A1. 

  



 

Discusión  

 

Generación de estrés oxidante por la exposición al ozono y compuestos orgánicos volátiles   

La capacidad de los contaminantes atmosféricos para generar daño y muerte celular están 

ampliamente estudiados en la literatura. Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar la 

inducción de dicho daño (Bernstein et al. 2004). De estos, la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) y de radicales libres así como el subsecuente establecimiento de estrés oxidante ha sido descrito 

como parte del mecanismo de toxicidad del ozono y de los compuestos orgánicos volátiles (COV).  Por 

esta razón, la inducción de estrés oxidante se determinó posterior a la exposición aguda a estos 

contaminantes. Como se puede apreciar en el modelo in vivo (artículo 2) pese a que no se detectó 

incremento sustancial en la generación de ERO como consecuencia de las exposiciones al ozono, a los 

compuestos orgánicos volátiles (COV) y a la mezcla de ambos (ozono y compuestos orgánicos volátiles 

(COV)), se observaron cambios importantes en la actividad de las enzimas antioxidantes, la catalasa y la 

superóxido dismutasa (SOD) (tabla 2, artículo 2). De igual forma, la exposición a bajas concentraciones 

de ozono (0.11 ppm) tampoco  indujo la generación de ERO; sin embargo, se observaron cambios en la 

actividad de la catalasa y la superóxido dismutasa (SOD) (tabla 2, Resultados). Los cambios en las 

actividades de estas enzimas sugieren la formación de sus respectivos sustratos. De esta forma, los 

cambios en la actividad de estas enzimas funcionan como indicadores de la generación de peróxido de 

hidrogeno y del ion superóxido así como desencadenantes de estrés oxidante. 

La exposición al ozono, sólo o en conjunto con la mezcla de compuestos orgánicos volátiles 

(COV) produjo la inactivación de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en los tres órganos, el hígado, el 

pulmón y los riñones (tabla 2, artículo 2). Está reportado, que altas concentraciones de ozono causan la 

inactivación de la superóxido dismutasa (SOD) como consecuencia de su fragmentación (Lee et al. 

2003b). Asimismo, Rivas-Arancibia et al. (1998), observaron la reducción en la actividad y los niveles de 

esta enzima en respuesta a la exposición a altas concentraciones de ozono (1 ppm) (Rivas-Arancibia et al. 



 

1998). En el mismo estudio se reportó que la exposición a bajas concentraciones de ozono (0.1, 0.2 y 0.5 

ppm) induce la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) (Rivas-Arancibia et al. 1998). Esto 

concuerda con lo observado en nuestro estudio in vivo, donde exposición a 1 ppm de ozono reduce la 

activación de la superóxido dismutasa (SOD) (tabla 2, artículo 2), sin embargo, incrementos en la 

actividad de esta enzima  fueron observados en el pulmón y los riñones de los animales expuestos a bajas 

concentraciones de ozono (0.1 ppm) (tabla 2, Resultados). Estos resultados nos indican que existe una 

inhibición progresiva de la actividad de la enzima superóxido dismutasa por altas concentraciones de su 

sustrato, el ion superoóxido, lo que sugiere la formación de este como consecuencia de la exposición al 

ozono. Por otro lado, la exposición a bajas y altas concentraciones de ozono también indujo cambios en la 

actividad de la enzima catalasa en el hígado, el pulmón y los riñones (tabla 2, artículo 2 y tabla 2 

Resultados), lo que nos sugiere la formación de peróxido de hidrógeno. La formación de ERO, en 

particular de peróxido hidrógeno (Oosting et al. 1991) y del ion superóxidooo (Rivas-Arancibia et al. 

1998), forman parte esencial del mecanismo de toxicidad del ozono (Chen y Qu 1997; Kennedy et al. 

1992; Pryor 1994; Pryor y Church 1991; Romieu et al. 1998; Saintot et al. 1999).  

Cambios en la actividad de la enzima catalasa fueron observados en el hígado y los riñones de los 

animales expuestos a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) (tabla 2, artículo 2). La 

activación metabólica de estos compuestos ocurre principalmente en el hígado (Ibuki y Goto 2004; Mattia 

et al. 1993; Revilla et al. 2007). La generación de ERO, principalmente el peróxido de hidrógeno, como 

sub-productos de su metabolismo está relacionada con la toxicidad de los compuestos orgánicos volátiles 

(COV) (Barreto et al. 2009). La adición de la catalasa a cultivos celulares reduce la citotoxicidad y 

previene la muerte celular inducida por la exposición al benceno (Badham y Winn 2010; Wan y Winn 

2008), al tolueno (Karabulut et al. 2009) al xileno (Coleman et al. 2003) y a la mezcla de éstos (Revilla et 

al. 2007). Los resultados obtenidos nos indican la formación de peróxido de hidrógeno como 

consecuencia de la exposición a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) y corroboran la 

participación de ERO en el mecanismo de toxicidad de estos contaminantes (Al-Ghamdi et al. 2003; Shen 

et al. 1996; Soucek et al. 2000). Por el contrario, no se detectaron cambios en la actividad de esta enzima 



 

en los pulmones de los animales expuestos a la mezcla de éstos, ya sea individualmente o en conjunto con 

el ozono. Existen diversos estudios que reportan la activación metabólica de varios compuestos orgánicos 

volátiles (COV) en el pulmón (Powley y Carlson 2000, 2001, 2002; Sheets et al. 2004). Pese a que no 

observamos cambios en la actividad de la catalasa, la inhibición de la enzima superóxido dismutasa 

(SOD) si fue detectada; esto nos indica la generación del ion superóxido, que probablemente ocurre 

durante las reacciones de óxido-reducción en las que participan los metabolitos de estos compuestos (ej. 

los metabolitos del benceno, la hidroquinona y la benzoquinona) (Chen et al. 2004).    

 La participación de las ERO en el mecanismo de toxicidad de los compuestos orgánicos volátiles, 

en particular en el del benceno, se confirmó con los resultados obtenidos en nuestro estudio in vitro 

(artículo 1). La exposición a los metabolitos del benceno, la hidroquinona y la benzoquinona, causaron la 

reducción en los niveles de GSH intracelular (figura 5A, artículo 1). Esta reducción en los niveles de GSH 

puede ser resultado de la producción de ERO durante las reacciones de óxido-reducción en las que 

participan estos metabolitos (Luo et al. 2008; Snyder y Hedli 1996). De igual forma, ambos metabolitos 

participan en reacciones de conjugación con el GSH disminuyendo la toxicidad de estos compuestos 

(Smith 1999; Trush et al. 1996); sin embargo, también reducen los niveles intracelulares de GSH lo que 

induce el establecimiento de un estrés oxidante.  

 

Daño celular inducido por la exposición al ozono y compuestos orgánicos volátiles  

 Las exposiciones al ozono, a los compuestos orgánicos volátiles (COV) y a la mezcla de ambos 

induce cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes, catalasa y superóxido dismutasa, sugiriendo 

la generación de ERO como consecuencia de las exposiciones. Para determinar el daño oxidante a los 

lípidos de membrana (lipoperoxidación) se evaluó la producción de malondialdehído (MDA). Los 

resultados obtenidos nos indican que bajas concentraciones de ozono no inducen lipoperoxidación en 

ninguno de los órganos evaluados (figura 11, Resultados). Por el contrario, en los pulmones de los 

animales expuestos a 1 ppm de ozono, sólo o en conjunto con la mezcla de compuestos orgánicos 

volátiles (COV), se detectaron elevados niveles de malondialdehído (MDA) (figura 1, artículo 2). El 



 

ozono es un gas altamente reactivo que al entrar en contacto con los ácido grasos poliinsaturados (PUFA, 

por sus siglas en inglés) del fluido del revestimiento epitelial genera ERO, hidroperóxidos y otros 

radicales lipídicos (Pryor y Church 1991) que inician reacciones de oxidación en las membranas lipídicas 

de las células (Postlethwait et al. 1998).  Los elevados niveles de malondialdehído (MDA) observados en 

los pulmones de los animales expuestos sugieren que la exposición aguda a altas concentraciones de 

ozono genera lipoperoxidación. Resultados similares se han observado en otros estudios en donde la 

exposición aguda a 1 ppm de ozono genera incremento en los niveles de malondialdehído (MDA) tanto en 

modelos celulares (Qin et al. 1996) como en tejido cerebral de ratas (Rivas-Arancibia et al. 2003).   

 Por otro lado, observamos lipoperoxidación en los hígados y los riñones de los animales 

expuestos a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) (figura 1, artículo2). La inducción de 

lipoperoxidación por la exposición a la mezcla de benceno, tolueno y xileno ha sido reportada 

anteriormente (Kim et al. 2011; Koski y Isomaki 1990; Otitoloju y Olagoke 2010); ésta es consecuencia 

de la generación de ERO producidas durante el metabolismo de estos compuestos en el hígado 

(Nedelcheva et al. 1999; Shen et al. 1996). Igualmente, la lipoperoxidación detectada en los riñones de los 

animales expuestos sugiere toxicidad renal inducida por el metabolismo de estos compuestos (Bowen et 

al. 2007; Yoon et al. 2007). La producción de peróxido de hidrógeno, reflejada en el incremento en la 

actividad de la catalasa (tabla 2, artículo 2) sugiere dicha activación metabólica, evento que ha sido 

documentado ampliamente en la literatura. La inducción de apoptosis en las células del túbulo renal por la 

exposición a etilbenceno (Zhang et al. 2010)  y tolueno (Jonek y Kaminski 1971; Kamijima et al. 1994), 

así como falla renal por envenenamiento por benceno (Kaminski et al. 1970; Tang et al. 2005) han sido 

reportadas.  

 La exposición al ozono y a la mezcla de los compuestos orgánicos volátiles (COV) indujo la 

oxidación de lípidos de membrana en los tres órganos (figura 1, artículo 2). Al ser comparados con los 

resultados obtenidos para las exposiciones de cada contaminante por separado, se observa que la 

lipoperoxidación detectada en los pulmones de estos animales es esencialmente resultado de la toxicidad 

del ozono (figura 1, artículo 2). En contraste, observamos un mayor incremento en los niveles del 



 

malondialdehído (MDA) en el hígado y los riñones de los animales expuestos a ambos contaminantes, al 

ser comparados con los animales expuestos a la mezcla de los compuestos orgánicos volátiles (COV) 

únicamente. Esto nos sugiere efectos del ozono en tejidos extrapulmonares, como el hígado y los riñones. 

Como se mencionó anteriormente, la reactividad del ozono impide que penetre a tejidos internos, por lo 

que su toxicidad es mediada por los metabolitos secundarios resultado de su interacción con las moléculas 

del fluido del revestimiento epitelial (Pryor et al. 1995). Cambios en los niveles de GSH intracelular así 

como inducción de enzimas antioxidantes han sido reportados en el hígado (Aibo et al. 2010; Csallany et 

al. 1985) y los  riñones (Demirbag et al. 2010; Morsy et al. 2010) de animales expuestos a ozono.  Se ha 

sugerido que la toxicidad del ozono en tejidos extrapulmonares puede ser causada por citocinas generadas 

en procesos inflamatorios en las células de pulmón (Last et al. 2005) así como por productos de la 

lipoperoxidación pulmonar (ej. malondialdehído (MDA)) (Goldstein 1978). Los efectos extrapulmonares 

del ozono sólo se detectaron en la exposición en combinación con la mezcla de compuestos orgánicos 

volátiles (COV); sin embargo, la exposición al ozono en bajas y altas concentraciones induce cambios en 

los niveles de las enzimas antioxidantes, la catalasa y la supeóxido dismutasa (SOD) (tabla 2, Resultados 

y tabla 2, artículo 2) en el hígado y los riñones de los animales expuestos. Esto nos indica la formación de 

ERO, pero  probablemente las defensas intrínsecas de estos órganos las contrarrestaron por lo que no se 

detectó daño celular. Por otro lado, no nse puede excluir la generación de sub-productos de la reacción 

entre el ozono y los compuestos orgánicos volátiles (COV), que resulten altamente tóxicos para estos 

órganos.  

 Además de la oxidación de lípidos de membrana, también se evaluó la generación de daño a 

DNA y la oxidación de proteínas como consecuencia de las distintas exposiciones. Tanto la exposición a 

bajas y altas concentraciones de ozono como a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) 

indujeron daño a DNA en los tres órganos (figura 11B y 13, Resultados y figura 2, artículo 2). La 

generación de rompimientos de DNA por la exposición al ozono está ampliamente reportada en la 

literatura. El incremento en el daño al DNA en población expuesta se correlaciona con la concentración 

de ozono a la que han estado expuestos (Mudway y Kelly 1998; Rojas et al. 2000; Valverde et al. 1997). 



 

Por otro lado, modelos in vitro han permitido establecer la participación de ERO en la inducción de daño 

al DNA por el ozono (Cheng et al. 2003; Kosmider et al. 2010; Lee et al. 1996). De manera similar, la 

exposición a compuestos orgánicos volátiles (COV) en mezclas similares a la utilizada en este estudio se 

ha reportado la generación de rompimientos de DNA  (Chen et al. 2008; Costa et al. 2006; Liu et al. 

2010). La disminución en los niveles intracelulares de GSH, la lipoperoxidación y los cambios en la 

actividad de enzimas antioxidantes sugieren que el daño a DNA inducido por estos compuestos está en 

relación con la formación de metabolitos reactivos y la generación de ERO y radicales libres (Chen et al. 

2008; Pariselli et al. 2009; Yang y Zhou 2010). Además, dada la duración de la exposición y la falta de 

tiempo de recuperación (sacrificio inmediato de los animales) no se puede excluir que estos rompimientos 

de cadena del DNA sean reparados posteriormente. Esto se ha reportado para la exposición al ozono, 

donde se observó la reparación del daño al DNA durante las primeras cuatro horas después de la 

exposición (Bornholdt et al. 2002); en este repote los autores proponen la activación de ATM como el 

mecanismo responsable de la reparación de dicho daño (Cui et al. 2011). Igualmente, se ha reportado la 

reparación de rompimientos de DNA inducidos por la exposición a tolueno, donde 24 horas después de la 

exposición el daño a DNA observado inicialmente ya no es detectado (Pariselli et al. 2009). Por otra 

parte, la oxidación de proteínas como consecuencia de las exposiciones se determinó mediante la 

formación de carbonilos. Estas modificaciones solo fueron detectadas en los pulmones de los animales 

expuestos al ozono y a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) (figura 2, artículo 3). La 

exposición aguda (Valacchi et al. 2002) y crónica (Lim et al. 2006) al ozono induce la oxidación de 

proteínas y la formación de carbonilos. Sin embargo, estas modificaciones no se observaron en los grupos 

expuestos únicamente al ozono. Esto podría indicarnos que probablemente la co-exposición del ozono con 

la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) exacerba la respuesta. Interesantemente, esta 

exacerbación de la respuesta por la co-exposición  a estos contaminantes en el pulmón no se observa en 

los otros marcadores de daño evaluados (lipoperoxidación y daño a DNA). 

 La exposición a contaminantes atmosféricos sucede en mezclas (Harkema y Wagner 2005), 

empero para poder entender el comportamiento de estos es necesario separar dichas mezclas y analizar la 



 

respuesta a la exposición de cada contaminante de manera independiente. Nuestro modelo in vivo 

permitió explorar los efectos inmediatos a la exposición aguda al ozono y una mezcla de compuestos 

orgánicos volátiles (COV) que simula las condiciones, hasta cierto grado, de contaminación atmosférica a 

la que están expuestos los habitantes de la ZMVM (Tovalin et al. 2006) así como establecer la posible 

sinergia de la co-exposición a estos contaminantes. Al comparar los resultados de las exposiciones 

individuales al ozono y a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV) con los resultados de la 

exposición a la mezcla de ambos contaminantes se observa que existe toxicidad órgano-especifica. Los 

efectos tóxicos del ozono, reflejados como el establecimiento de estrés oxidante y la generación de daño a 

DNA y lípidos de membrana, fueron detectados principalmente en los pulmones de los animales 

expuestos. Por el contrario, la exposición a la mezcla de los compuestos orgánicos volátiles (COV) no 

generó efecto en este órgano. Por otro lado, el hígado y los riñones son órganos blanco de la toxicidad 

inducida por la exposición a la mezcla de los compuestos orgánicos volátiles (COV). Sin embargo, la co-

exposición de éstos con el ozono exacerba su toxicidad, pese a una limitada toxicidad del ozono en estos 

órganos. Dada la duración de las exposiciones (1 hora) y el sacrificio inmediato de los animales, no se 

puede descartar la toxicidad extrapulmonar del ozono a largo plazo. 

 

Activación de Nrf2 por la exposición al ozono y los compuestos orgánicos volátiles 

La activación de la vía de señalización regulada por Nrf2 inducida por la exposición a los contaminantes 

atmosféricos se exploró inicialmente en nuestro modelo in vitro (artículo 1). Dado que el pulmón es el 

sitio de contacto inicial durante la inhalación de xenobióticos y los recientes reportes de su capacidad para 

metabolizar benceno (Powley y Carlson 2000, 2001, 2002; Sheets et al. 2004), la línea celular derivada de 

células del epitelio bronquial humano, Beas-2B, se empleó como modelo para determinar la activación de 

Nrf2 como consecuencia de la exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona, dos de los metabolitos 

tóxicos del benceno (Bolton et al. 2000) . La utilización del vector reportero ARE-LUC  permitió evaluar 

la activación de la transcripción de genes que contienen el elemento de respuesta antioxidante (ARE) por 

la exposición a estos compuestos. Los resultados obtenidos (figura 1A, artículo 1) indican que tanto la 



 

exposición a la hidroquinona como a la benzoquinona inducen la activación de la transcripción de estos 

genes. Una correlación positiva se observó entre la concentración de estos xenobióticos y la activación de 

la transcripción del gen reportero que contiene ARE. Estos resultados concuerdan con lo reportado 

anteriormente, donde se describe la activación de la enzima lucifersa, regulada por ARE, por estos 

compuestos en otros modelos celulares, como células de carcinoma hepatocelular humano (Rushmore et 

al. 1991; Wang y Williamson 1996), células de tejido mamario humano (Wang et al. 2010) y de teratomas 

testiculares de ratón (Wang y Williamson 1996). Sato et al. (2009) observaron niveles similares de 

inducción de esta enzima al exponer células neuronales (HT22) a diversos compuestos con estructuras 

semejantes a la hidroquinona (Satoh et al. 2009). Además de la activación de la transcripción de genes 

que contienen ARE, se determinó la capacidad de la hidroquinona y la benzoquinona para activar a Nrf2. 

Ambos compuestos generaron incremento en los niveles de Nrf2 y su acumulación nuclear (figura 1B, 

artículo 1). Tanto la translocación nuclear de Nrf2 como el incremento en su estabilidad proteica 

(aumento en sus niveles) indican la activación de éste como consecuencia de las exposiciones (Li et al. 

2005; Niture et al. 2009). Para corroborar dicha activación, los niveles de algunas de las proteínas que 

están bajo la regulación de Nrf2 fueron evaluados (Hayes y McMahon 2009). Nuestros resultados 

muestran que ambas exposiciones inducen los niveles de las enzimas que participan en la síntesis del 

GSH, la glutamato cisteína ligasasa subunidad reguladora (GCLM) y la glutatión sintetasa (GSS), la 

enzima antioxidante hemo oxigenasa 1 (HMOX) y la enzima desintoxicante NAD(P)H:quinona 

óxidoreductasa 1 (NQO1) (figura 1C, artículo 1). Resultados similares observamos en el modelo in vivo, 

donde también se detectó la inducción de los niveles de las enzimas HMOX1 y la UDP-glucoronosyl 

transferasa 1 A1 (UGT1A1) por la exposición al ozono y a la mezcla de compuestos orgánicos volátiles 

(COV) (figura 3, artículo 3; figura 12 y 14, Resultados). La activación de la vía de señalización regulada 

por Nrf2 y la subsecuente inducción de enzimas desintoxicantes y antioxidantes ofrecen una ventaja 

adaptiva para contrarrestar el estrés y daño inducido por las exposiciones a estos contaminantes. En el 

caso de nuestro modelo in vitro, el GSH y la enzima NQO1 son moléculas claves para la protección en 

contra de la citotoxicidad inducida por la exposición al benceno (Bolton et al. 2000; Ross y Zhou 2010). 



 

La enzima NOQ1 cataliza la reducción de la benzoquinona a la hidroquinona evitando la generación de 

ERO y la formación del radical semiquinona, el cual es altamente tóxico ya que es capaz de unirse 

covalentemente a componentes celulares como proteínas (Vasiliou et al. 2006). La importancia de la 

enzima NQO1 en el proceso de desintoxicación  de la hidroquinona y la benzoquinona se ha estudiado en 

detalle. La inducción de esta enzima por la hidroquinona y la benzoquinona reduce la citotoxicidad 

inducida por la exposición (Flescher y Snyder 1995; Smart y Zannoni 1984; Twerdok et al. 1992; 

Twerdok y Trush 1990); por el contrario, la inhibición de la actividad de NQO1 incrementa la 

susceptibilidad a la toxicidad de estos compuestos provocando muerte celular (Flescher y Snyder 1995; 

Smith 1999). Por otro lado, la formación de conjugados entre el GSH y la hidroquinona, pero sobretodo la 

benzoquinona produce metabolitos menos tóxicos y más solubles que son fácilmente excretados (Snyder 

et al. 1993). La inhibición química de la síntesis del GSH reduce la capacidad de las células 

mieloblásticas (HL-60 y ML-1) para contrarrestar la citotoxicidad inducida por la hidroquinona (Li et al. 

1994), esto demuestra la importancia del GSH en el proceso de desintoxicación  de estos metabolitos. De 

manera similar a lo observado en nuestro modelo in vitro, se evidenció la inducción de las enzimas 

HMOX1 y UGT1A1, que están bajo la regulación de Nrf2 (Alam et al. 1999; Yueh y Tukey 2007), en los 

hígados y los pulmones de los animales expuestos al ozono y la mezcla de los compuestos orgánicos 

volátiles (COV) (figura 3, artículo 3; figura 12 y 14, Resultados). Al igual que el GSH, la reacción de  

conjugación mediada por la UGT entre los compuestos generados durante el metabolismo de los 

compuestos orgánicos con el ácido glucurónico reduce su toxicidad incrementando su solubilidad y su 

excreción (Schrenk et al. 1996; Sun et al. 2008). Además de la inducción de la enzima UGT1A1, también 

se detectó el incremento de la enzima HMOX1 como consecuencia de la exposición al ozono y la mezcla 

de compuestos orgánicos volátiles (COV) (figura 3, artículo 3; figura 12 y 14, Resultados).  La inducción 

de esta enzima también se observó en nuestro modelo in vitro, tanto por la exposición a la hidroquinona 

como a la benzoquinona (figura 1C, artículo 2). La HMOX1 es una enzima microsomal que responde a 

estímulos oxidantes e inflamatorios (Prawan et al. 2005); ésta participa en la regulación del balance redox 

de la célula, contrarrestando el estrés oxidante e inhibiendo la apoptosis (Otterbein et al. 2003). 



 

Incrementos en los niveles de la HMOX1 se han reportado tanto por  la exposición al ozono (Foucaud et 

al. 2006; Takahashi et al. 1997; Valacchi et al. 2004; Valacchi et al. 2003) como a los compuestos 

orgánicos volátiles (COV) (Lee et al. 2007; Sarma et al. 2011). Estos resultados sugieren la activación de 

Nrf2 en respuesta al estrés oxidante generado por la exposición a estos contaminantes; sin embargo, al 

considerarse la duración de las exposiciones en nuestro modelo in vivo (1 hora) y la falta de cambios en 

los niveles de mRNA de las enzimas HMOX1 y UGT1A1, no se puede descartar la participación de otros 

mecanismos involucrados en la regulación de los niveles de estas enzimas. La activación transcripcional 

de la enzima HMOX1 no es específica de Nrf2 (Paine et al. 2010), otros factores de transcripción como 

NF-kB (nuclear factor kappa B) (Lavrovsky et al. 1993) y AP-1 (activating protein 1) (Oguro et al. 1996) 

también contribuyen a su inducción. De igual forma, la regulación de la enzima UGT1A1 por los factores 

de transcripción AhR (aryl hydrocarbon receptor, por sus siglas en inglés), CAR (constitutive androstane 

receptor) y PXR (pregnane X receptor) ha sido reportada (Kalthoff et al. 2010; Sugatani et al. 2004; 

Togawa et al. 2008). Además de su regulación transcripcional, la expresión de estas enzimas también está 

regulada por mecanismos post-transduccionales (ej. estabilidad de mRNA, fosforilación y glicosilación) 

(Beckman et al. 2011; Ishii et al. 2010) lo que pudiese explicar la rápida inducción de estas enzimas en 

respuesta a las exposiciones. Por ende, para poder descartar la participación de estos mecanismos es 

necesario realizar experimentos in vivo más detallados que permitan corroborar y explorar la activación 

de Nrf2 por la exposición al ozono y la mezcla de compuestos orgánicos volátiles (COV).  

 

Mecanismo de defensa regulado por Nrf2 

 La utilización de nuestro modelo in vitro permitió explorar en detalle el papel de Nrf2 en la 

protección celular ante la exposición a los metabolitos del benceno, la hidroquinona y la benzoquinona. 

Para esto, se manipularon los niveles de Nrf2 intracelular utilizando el vector Nrf2-V5 para su 

sobreexpresión y RNA de interferencia (siRNA) para su silenciamiento. La sobreexpresión de Nrf2 redujo 

la citotoxicidad y la apoptosis inducida por la exposición a ambos metabolitos (figura 2A, 2B, 2C y 3 

artículo 1). Estos resultados concuerdan con numerosos reportes donde la sobreexpresión de Nrf2 



 

favorece la respuesta antioxidante y protege la integridad celular ante la exposición a agentes oxidantes 

(Cao et al. 2005; Chen y Shaikh 2009; Lee et al. 2003a; Shih et al. 2003). Por el contrario, reducción 

importante en la viabilidad celular e incremento en la apoptosis inducida por la hidroquinona y la 

benzoquinona se observaron en las células knockdown para Nrf2 (figura 2D, 2E, 2F y 4 artículo 2). La 

falta o carencia de Nrf2 inhabilita la rápida activación de una respuesta antioxidante caracterizada 

principalmente por la inducción de enzimas desintoxicantes y antioxidantes (Lee et al. 2003a). Esto 

incrementa la susceptibilidad a agentes oxidantes dado que reduce la capacidad celular de contrarrestar 

los efectos tóxicos generados por dicha exposición. El silenciamiento de Nrf2 en células de médula ósea 

favorece la muerte celular inducida por la hidroquinona y la benzoquinona (Zhu et al. 2006). La 

utilización de ratones knockout para Nrf2 ha permitido validar el papel de Nrf2 en la protección celular en 

contra de diversos xenobióticos (Casalino et al. 2007; Chan et al. 2001; Chan y Kan 1999; Enomoto et al. 

2001; He et al. 2006; Jowsey et al. 2003; Knorr-Wittmann et al. 2005; Lewis et al. 2006), incluyendo 

contaminantes atmosféricos (Aoki et al. 2001; Li et al. 2008, 2010; Ramos-Gomez et al. 2001). Como se 

mencionó anteriormente, la susceptibilidad de las células knockdown o de los animales knockout para 

Nrf2 se debe a la pérdida de la capacidad para inducir enzimas desintoxicantes y antioxidantes (Aoki et al. 

2001; Kwak et al. 2001a; Li et al. 2004a). Con la finalidad de explorar y confirmar esto, se evaluó la 

inducción de dichas enzimas en las células knockdown para Nrf2. Los resultados obtenidos indican que 

efectivamente las células knockdown para Nrf2 no solo pierden la capacidad de inducir las enzimas 

antioxidantes (figura 5C, articulo 2) sino que además éstas tienen reducidos niveles de GSH intracelular 

(figura 5B, articulo 2). Estos resultados indican que las células knockdown para Nrf2 pierden la capacidad 

de defensa y de desintoxicación  de estos compuestos.  

En conjunto, estos resultados permiten establecer una serie de eventos clave en el proceso de 

desintoxicación  de la hidroquinona y la benzoquionona. La exposición a estos compuestos genera ERO 

lo que produce la reducción de los niveles de GSH intracelular y el establecimiento de un estrés oxidante 

que a la vez activan a ARE mediado por Nrf2 resultando en la inducción de enzimas desintoxicantes y 

antioxidantes lo que favorece el proceso de desintoxicación  de estos compuestos y protege en contra de 



 

sus efectos tóxicos. Esto refleja un mecanismo de “auto-regulacion” por estos compuestos en donde per 

se son capaces de inducir su propia desintoxicación. Este concepto también se observa para otros 

contaminantes ambientales, incluyendo contaminantes atmosféricos (artículo 1) lo que nos indica la 

importancia de la vía de señalización regulada por Nrf2 (figura 15).   

 

 

Figura 15. Modelo de activación de Nrf2 por la exposición a los contaminantes atmosféricos. La 

exposición a los contaminantes atmosféricos y su metabolismo generan especies reactivas de oxígeno  

(ERO), radicales libres y metabolitos reactivos que producen el establecimiento de un estrés oxidante, el 

cual induce la activación de la vía de señalización regulada por Nrf2. La activación de Nrf2 y la 

subsecuente inducción de enzimas desintoxicantes y antioxidantes no sólo contrarrestan las ERO, los 

radicales libres y los metabolitos reactivos producidos; además, favorecen la detoxifcación y el 

metabolismo de estos contaminantes. Este mecanismo de “auto-regulación” sugiere que los contaminantes 

atmosféricos per se inducen su metabolismo y proceso de desintoxicación  a la par que activan a Nrf2, 

mecanismo esencial de defensa en contra de su toxicidad. La utilización de inductores exógenos de Nrf2 

se presenta como una estrategia sencilla y segura de incrementar la defensa celular en contra de la 

exposición a estos contaminantes.   

 



 

 Finalmente nuestros estudios permiten establecer la importancia de Nrf2 en el mecanismo de 

defensa en contra de los contaminantes atmosféricos, en especial en contra de la exposición al benceno y 

sus metabolitos, la hidroquinona y la benzoquinona. Este conocimiento permite desarrollar estrategias 

preventivas dirigidas a poblaciones susceptibles a la exposición de contaminantes atmosféricos. Por 

ejemplo, la falta de inducción de la enzima NQO1 incrementa la hematotoxicidad inducida por la 

exposición al benceno (Moran et al. 1999). La utilización de la 1,2-ditiol-3-tiona (D3T, por sus siglas en 

inglés), un conocido inductor de Nrf2 (Kwak et al. 2003; Zhu et al. 2008), incrementa los niveles de 

enzimas desintoxicantes (ej. NQO1 y GST) y antioxidantes (Kwak et al. 2001b; Li et al. 1994; Twerdok 

et al. 1992) reduciendo la apoptosis inducida por la hidroquinona. De manera similar, el empleo de otros 

compuestos naturales (tabla 3) que son conocidos inductores de Nrf2 (Chen et al. 2005; Hsieh et al. 2006; 

Kang et al. 2007; Na y Surh 2008; Zhang et al. 2009), previenen y protegen en contra del estrés y daño 

oxidante causados por la exposición a contaminantes atmosféricos. La administración de estos 

compuestos a poblaciones en riesgo es una estrategia sencilla y segura, que de ser funcional, permitiría 

aminorar la toxicidad inducida por los contaminantes atmosféricos (figura 15).  

 

Tabla 3. Inducción de Nrf2 por compuestos naturales y su protección en contra de contaminantes 

atmosféricos 

Compuesto Alimento Protección Cita 

Galato de 

epigalocatequina 

Té verde Benceno 

 

(Emara y El-Bahrawy 

2008) 

Curcumina Brócoli Benzo--pireno (Garg et al. 2008) 

Resveratrol Vino tinto Dioxina (TCDD) 

Naftaleno 

(Singh et al. 2011) 

 (Sehirli et al. 2008) 

TCDD, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 

 

 

 



Conclusiones 

 

En el presente trabajo de investigación se exploró la capacidad del ozono y los compuestos orgánicos 

volátiles (COV), en particular la del benceno, para inducir la generación de estrés oxidante, la inducción 

de daño celular y la subsecuente activación de la vía de señalización regulada por Nrf2. El empleo de un 

modelo in vitro permitió analizar en detalle el papel de Nrf2 en respuesta a la exposición de los 

metabolitos del benceno, la hidroquinona y la benzoquinona en las células del epitelio pulmonar humano 

(línea celular Beas-2B). Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de estos metabolitos para 

activar la transcripción de genes que contienen el elemento de respuesta antioxidante (ARE), incrementar 

los niveles de Nrf2 y causar su translocación nuclear, así como inducir la expresión de las enzimas 

NQO1, GCLM, GSS y HMOX1. Por otra parte, la sobreexpresión de Nrf2 redujo la citotoxicidad y la 

apoptosis inducida por la exposición a la hidroquinona y a la benzoquinona. Por el contrario, el 

silenciamiento de Nrf2 por siRNA incrementó la susceptibilidad de las células a la exposición de estos 

metabolitos, reduciendo su viabilidad y aumentando la muerte celular. Estos resultados indican un papel 

esencial de Nrf2 en defensa de la citotoxicidad inducida por la hidroquinona y la benzoquinona. Al 

explorar las causas de la susceptibilidad observada en las células knockdown para Nrf2, se detectó la 

reducción en los niveles del glutatión (GSH) intracelular y la pérdida de la inducibilidad de las enzimas 

desintoxicantes y antioxidantes. Esto nos sugiere que la inducción de antioxidantes y enzimas 

desintoxicantes bajo la regulación de Nrf2 son clave en el proceso de desintoxicación  de estos 

metabolitos. Por lo que podemos concluir que Nrf2 desempeña un papel fundamental en la protección y la 

desintoxicación  de los metabolitos del benceno, la hidroquinona y la benzoquinona en el pulmón. 

 Por otro lado, los resultados obtenidos por nuestro modelo in vivo nos indican la capacidad del 

ozono y la mezcla de los compuestos orgánicos volátiles (COV) para inducir estrés oxidante y daño a 

lípidos, DNA y proteínas. La exposición aguda a la combinación de estos contaminantes, a su dosis 

máxima permisible, indujo cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes, la catalasa y la 



superóxido dismutasa (SOD), así como lipoperoxidación y daño al DNA en el hígado, el pulmón y los 

riñones de los animales expuestos. Al ser comparados con los resultados obtenidos tras las exposiciones a 

cada contaminante por separado, se observó que el estrés oxidante, la lipoperoxidación y el daño al DNA 

detectados en los pulmones de los animales expuestos es consecuencia de los efectos tóxicos del ozono; 

contrario a lo observado en los hígados y los riñones, en donde los compuestos orgánicos volátiles (COV) 

son responsables de la toxicidad inducida. Sin embargo, se observaron cambios en la actividad de la 

catalasa y de la superóxido dismutasa (SOD) en los hígados y los riñones de los animales expuestos a 

ozono únicamente. Estos nos sugieren la toxicidad del ozono en tejidos extrapulmonares. Finalmente, la 

exposición a estos contaminantes indujo cambios en los niveles de las proteínas HMOX1 y UGT1A1 

reguladas por Nrf2; sin embargo, no se cuenta con los elementos necesarios para descartar la participación 

de otros mecanismos en la regulación de éstas, por lo que experimentos más puntuales son necesarios 

para corroborar y explorar la activación de Nrf2 por dichos contaminantes.  

 De manera general podemos concluir que los datos presentados en este trabajo de investigación 

confirman el papel esencial del factor de transcripción Nrf2 en la protección celular ante la exposición a 

los contaminantes atmosféricos.  
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Abstract 
Background. aim. and scope Atmospheric pollution is a 
worldwide problem. Exposure to atmospheric pollutants 
causes 10xic cellular effects. One of the mechanisms of 
tuxicity by these pollutants is the promotion of oxidative 
stress. Several signaling pathways control cellular redox 
homeostasis. In thls respect, nuclear factor erythroid 2-
related factur 2 (Nrf2) is a crucial trauscription factor in the 
celI' s response 10 oxidative stress. 
Main features In cellular animaI models, exposure to 
atmospheric pollutants activates Nrf2, attenuating its 10xic 
and even its carcinogenic effects. Therefore, we have 
reviewed the scientific literature in order 10 indicate that 
air pollutants, such as particulate matter, polycyclic aro
matic hydrocarbons, and gaseous matter, are Nrf2 pathway 
inductors, triggering self-defense through the establishment 
of proinflammatory and antioxidant responses. 
Results and discussion Exposure 10 reactive molecules as 
atmospheric pollutants causes the activation ofNrf2 and the 
subsequent regulation of the expression of cytoprotective 
and detoxifying enzymes, as well as antioxidants. More
over, induction of Nrf2 prior 10 exposure reduces the 
hannful effects of pollutants. The present article discusses 
the protective role of the Nrf2 pathway against different 
atmospheric pollutant insults. 
Conclusions Nrf2 regulates the expression of nwnerous 
cytoprotective gelles that functioll to de10xify reactive 
species produced during atmospheric pollutant metabolic 
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reactions. From the papers highlighted in this review, we 
conclude that Nrf2 has an important role in the defense 
against atmospheric pollutant-induced 1oxicity. 
Perspectives Further studies are needed 10 understand the 
signaling events that tum on the system in response 10 
atmospheric pollutant stress. This could allow for the 
possibility of targeting the pathway for prevention benefits 
in the near future. 

Keywords ARE sequences . Atmospheric pollutants . 
Keap l . Nrf2 . Reactive oxygen species 

1 Background, aim, and scope 

Air pollution is a worldwide problem and has become one 
of the major issues of climate and enviromnental health 
(Chen et al. 2007; Kondratyev and Varotsos 1995; Varotsos 
2005). N owadays, it is well-recognized that climate change 
strongly influences the human comfort index, which 
calculates the body 's reaction to enviromnental conditions 
(heat, cold, humidity, etc). Exposure tu air pollutants affects 
different body systems and causes several health problems, 
including respiratory (Lebowitz 1996; Curtis et al. 2006; 
Magas et al. 2007), cardiovascular (Bhatnagar 2006), 
neurological (Calderon-Garciduefias et al. 2002; Campbell 
2004), reproductive and developmental effects (Maisonet et 
al. 2004; Wang and Pinkertun 2007), and even cancer 
(Annstrong et al. 2004; Lewtas 2007). In addition, tliere are 
reports which state that the exposure tu air pollutants 
enhances respiratury illness caused by infection (Chauhan 
and Johnston 2003) and tlie immune rcsponsc (J akab et al. 
1995; Whitekus et al. 2002; Beveler et al. 2007; Atariu et 
al. 2007). Furthennore, several epidemiological studies 
have fOlllld an association between morbidity and mortality 
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and ambient air pollution (Seaton 1996; Sorense et al. 
2003). In a series of studies performed in Mexico City, 
Borja-Aburto et al. (1 997, 1998) established that mortality 
was positively associated with an elevation in particulate 
matter concentration. In the Air Pollution and Health 
European Approach Project (APHEAP2), 23 large eities 
in Europe were studied 10 estimate the effect of air pollution 
on mortality. Characterization of urban inhalation exposure 
to benzene, formaldehyde, and aldehydes in the European 
Union was stodied reeently by De Bruin et al. (2008). 
Katsouyamti et al. (200 I) reported that an increase of 
lO fLglm 3 in particulate matter inereased daily deaths by 
0.6%. Similar results were obtained in a 14-year study of95 
large communities in the United States (National Morbidity, 
Mortality Air Pollution Study [NMMAPS]) (Bell et al. 
2004). Gryparis et al. (2004) found that exposure to ozone 
had an impact on mortality in the warmer months. 
Additionally, a recent meta-analysis of 15 cities in Italy 
demonstrated a positive relationship between cardiorespira
tory mortality and air pollutant concentrations (Franchini 
and Mannucei 2007). 

When future studies are performed to evaluate the impact 
of air pollutants, it is important to keep in mmd that there are 
subgroups in the population that are more susceptible to 
exposure to air pollutants. Such groups include children, 
pregnant women (Rojas-Martinez et al. 2007; Heinrieh and 
Slama 2007), the elderly (Lee et al. 2007), and people with a 
disease like asthma and chronic obstructive puhnomuy 
disease (peden 2005; Magas et al. 2007). 

Air pollution is a mixture of gaseous and particulate 
matter (Ferm et al. 2005, 2006). Current primary gaseous 
pollutants include nitrogen oxides (N0x), carbon monoxide 
(CO), sulfur dioxide (S02), volatile organie compounds 
(VOC), and secondary pollutants like ozone (03) (Han and 

Fig. 1 Mechanisms of toxicity 
of atmospheric poLlutants 
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Naeher 2006). In urban areas, the principal sources of these 
pollutants are motor vehic1e emissions and industriaI 
activities (Maitre et al. 2006; De Brnin et al. 2008). For 
the formation of the secondary pollutants, the solar 
ultraviolet radiation that reaches the earth's surface is of 
crucial importance. Under the present circumstances of 
stratospheric ozone depletion, the intensity of this radiation 
has been increased, thus enhancing the production of the 
secondary pollutants (ElStathiou et al. 1998; Varotsos 2002, 
Varotsos et al. 2003). 

The literature suggests different mechanisms by whieh air 
pollutants could cause diverse and adverse health effects 
(Fig. I). Although each pollutant has its own mechanism of 
toxicity, most pollutants, like ozone, nitrogen oxides, and 
particulate matter, are potent oxidants (Brunekreef and 
Holgate 2002). Consequently, the promotion of oxidative 
stress has been identified as one of the most important 
mechanisms that are responsible for toxic air pollutant 
effects. Oxidative stress can trigger redox-sensitive pathways 
!hat lead to different biological processes, like inflarnruation 
and cell death (Kooter 2004). These pathways are regulated 
by a great variety of transcription factors, sueh as the signal 
transducers and activators of transcription (STAT), activator 
protein I (API) (Cornhair and Erzurum 2002), nuclear 
factor-KB (NF-KB) (Haddad 2004), and nuclear faetor 
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) (Gopalakrishuan and 
Tony-Kong 2007). 

2 Nrf2 

To protect itself from the damage produced by oxidative 
stress, the cell has developed efficient antioxidant defense 
systems. The rapid induction and activation of detoxitying 
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enzymes and antioxidant molecules minimizes the damage 
caused by oxidative stress (Kang et al. 2005). The promoter of 
many of the genes that encode for phase II detoxifying 
enzymes and antioxidants contains a cis -acting eleruent 
called the antioxidant response e1ement (ARE) (Lee et al. 
2005a). The ARE can b e activated by diverse inducers, 
including phenolic antioxidants, hydroperoxides, Michael 
reaction acceptors, quinones, isothiocyanates, flavonoids, 
1,2-dithiole-3-thione, heavy metrus, trivalent arsenic deri
vates, carotenoids, and other conjugated polyenes (Rushmore 
et al. 1991; Prestera et al. 1993; Dinkova-Kostova et al. 
2002; Nguyen et al. 2003). Nrf2 is the principal regulator of 
this major cellular antioxidant mechanism. Nr:1:2 binds to the 
ARE sequence and activates the transcription oftarget genes 
(ltoh et al. 1997; Ishii et al. 2002). 

Nrf2 is a basic leucine zipper, a member of the cap ' n' 
collar family of trans criptional factors (Shen et al. 2004) 
(Fig. 2) . Under homeostatic conditions, Nr :1:2 is in the 
cytoplasm ofthe celi, attached to an actin-binding cytosolic 
protein named Kelch-like ECH-associated protein (Keap l ) 
(Lee et al. 2007). Keap 1 acts as a repressor, maintaining 
Nrf2 in the cytoplasm and enhancing Nrl2 degradation by 
the proteosome (Lo and Hannink 2006). Exposure to 
electrophiles and reactive oxygen species (ROS), among 
others, causes the Nrf2 Keap l complex to uncouple, 
leading to the translocation of Nrf2 to the nucleus. Once 
in the nucleus, it can dimerize with others trans cription 
rnctOl"S such as members of the small musculoaponeurotic 
fibrosarcoma oncogen (maf) fami ly (Motohashi et al. 
2004) , the Jun family (Venugopal and Jaiswal 1998; 
Jeyap aul and Jaiswal 2000) , poly amine modulated factor 
1 (pMFl) (Wang et al. 2001 ), or activating trans cription 
rnctor 4 (ATF4) (He et al. 2001). Heterodimers bind to the 
antioxidant response e1ement, which causes the subsequent 

a 

37l 

transcr iptional activation of phase II detoxifying enzymes 
and antioxidants (Fig. 3) (Owuor and Tony-Kong 2002). 

It is c1earthat the Nrl2 Keapl pathway plays a criticai role 
in the cell'8 defense against oxi dative stress. Nrl2 is the centrai 
mediator for protection against ROS and electrophiles by the 
expression of antioxidants and detoxifying enzymes, even at 
low levels ofelectrophiles or oxidative stress (Motahashi et al. 
2002; Kobayashi and Yamamoto 2005). This has been 
established in studies with Nrl2-knockout mice. Nr:l:2-nu ll 
mice fail to induce the traIlscription ofantioxidants and phase 
II enzymes (Chanoo et al. 2002; Thimmulappa et al. 2002); 
moreover, they are more susceptible to xenobiotics, like 
butylated hydroxytoluene (Chan and Kan 1999), acetamin
ophen (Enamoto et al. 2001; Chan et al. 2001) , aflatoxin BI 
(Jowsey et al. 2003), cigarette smoke (Knorr-Wittmann et al. 
2005), and metrus (He et al. 2006, 2007; Lewis et al. 2006; 
Casalino et al. 2007). 

The activation of the Nfr2 pathway could be a crucial 
regulator of the ox idative DNA damage that is induced by 
air po llutants (Rojas et al. 2000; Hayes and McMahon 
2000; Lee and Shur 2005; Jeong et al. 2006; Tovalin et al. 
2006; Braiiner et al. 2007; Roubicek et al. 2007; Singh et 
al. 2007). Thus, the aim of this p aper is to review the role of 
the Nrl2 pathway against exposure lO air pollutants. Metals 
and cigarette smoke are not included in this review. 

3 Particulate matter aod polycyclic aromatic 
hydrocarboo role io Nrf2 pathway 

3. 1 P articulate matter 

Particulate matter is a complex mìxture of different components 
that can be charucterized by their origin (e.g., anthropogenic or 
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Fig. 2 a Filllctionai domains of Nrf2. By comparing Ihe human 
dJ.icken Nrf2 protein sequence, six Nrt2-ECH homology (Neh) 
domains have been identified (Nehi- Neh6J . Nehl is tbc basic DNA
binding domain and the leucine zipper for hetcrodim.erization. Neh2 
interacts witb Kcap1 . which negatively regulatc:s Nrf2 and n:gulates 
ub iquitination degradation (Kobayashi et aL 2004; Tong et al. 2006). 
Neh3 is imporlant for trnnsmptional adivity; it has been sugge!ted 

tbat it might be involved in çrotein-protein iIM:eractions (N ioi et al. 
2 ( 05). Neh4 :md Ncll5 birxl to CREB{cAMP-Rc:spolUle element 
binding protein- 1} -binding pmtein (CBP) and Braluna-related gene l 
(BRGi) for transadivation ad ivity ofNrf2 (Katoh et al. 2001 ; Zhang 
et aL 2006, 20(17). The NdJ.6 domain contro ls the degradation ofNrf2 
during stress conditions (McMahon et al. 2004). b ARE consensus 
sequc:nce (modified frOlli Nioi et aL 2 ( 03) 
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Fig.3 Nrf2-Keapl pathw ay. Exposure lo electrophiLic compounds 
and ROS or the activation of different kinases frees Nrf2 from 
Keapl. It translocates into the nucleus where it dimerizes and 
activates the transcription of target genes . ARE antioxidant 
respanse element, EH epoxide hy drolase (Hu et a l. 2006) , N QOl 
NAD(p)H quinone ox idoreductase l (Dhakshinamoorty and Jaiswal 
2000), HOi heme oxygenase 1 (Srisook et al. 2005), Prx1 
peroxiredoxin l (Kim et aL. 2007) , GST glutathione S-transferase 
Ya Yc (Rangasamy et aL. 2004) , GPX2 glutathione peroxidase 2 
(Banning et al . 2005), TR thioredoxin reductase (Sakurai et al. 
2005), , -GeL g-gLutamyl cysteine synthetase mo difier subunit 
cataLytic subunit (McMahon et al . 2001 ), GS gLutathione synthetase 
(Lee et aL. 2005b) , SOD superoxide dismutase (Kwak et aL. 2001) , 
.MRPl multidrug resistance protein 1 (Hayashi et a L. 2003) , GSR 
glutathione reductase (Zhu et al. 2005 ), UG T UDP
glucuronosyLtransferase IAI (Yueh and Tukey 2007), CTx cysteinel 
glutamate transporter (Sasaki et al. 2002), 26S subunit of proteosome 
(K wak and Kensler 2006) , asterisk small maf family member, ATF 4 
PJ\.1Fl or a member ofthe Jun family 

geogenic), source (e.g. , combustion partic1es), and chemical 
properties (e.g., solubility) (Englert 2004). Airbome particulate 
matter (l'M) includes parti cles of three different sizes. 
Particles that have an aerodynamic diarneter below IO Jlll1 
are called PMIO, particles with small diarneters <0.1 Jlll1 are 
referred to as ultrafme particles, while particles between 2.5 
and 0.1 flm are named PM2.5 . Diesel exhaust particles 
(DEPs) are the major component of ambient fine particles. 
From the total mass of PMIO found in an urban area, DEPs 
account for 80% of it (Bérubé et al . 2007). DEPs eonsist of a 
carbonaceous core in which many toxic compOllllds are 
absorbed, like polycyclic aromatic hydrocarbons (l'AHs), 
nitroderivatives of PAH, oxygenated derivatives of PAH 
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(ketones, quinones, and diones), heterocyc1ic compounds, 
aliphatic hydrocarbons, and metals (fakizawa 2004). 

Exposure to particulate matter is argued to produce 
oxidative stress (Hiura et al. 1999; Donaldson et al. 2003 ; 
Li et al. 2003 ; Zhang et al. 2007) and proinflammatory 
responses (Diociaiuti et al. 2001 ; Li et al. 2002; Finnerty et 
al. 2007; Mills et al. 2007) . It is recognized that mild 
oxidative stress that is generated by exposure to small 
quantities of PM (e.g., IO flg!mL) induces phase II 
enzymes. Little is known about how this activation takes 
pIace. Li and Nel (2006) proposed tha!, at low concen
trations of DEP, Nrf2 is activ ated and, subsequently, ali of 
its target genes, including phase II enzymes. 

The fust study that reported Nrf2 activation after DEP 
exposure was Li et al. (2000). In this study, they used an ARE 
enhancer, as an indicator ofNrf2 activation, that was fused to 
the luciferase gene and changes into a known Nrf2 effector, 
heme oxygenase 1 (HO-I), in murine macrophages. After 
exposure to 25 and 50 flg!mL of DEPs, they observed 
increased luciferase activity and induction of HO-l. The 
regulatory sequence in this enhancer has a xenobiotic 
response element (XRE) inside the ARE sequence. AP-I is 
a transcription factor that responds to oxidative stress caused 
by DEP exposure (Zhang et al. 2004; Pourazar et al. 2(05). 
To elucidate!hat the induction ofHO-1 and the increase in 
lucnerase activity were the result of Nrf2 activation and 
eliminate the possibility that another regulator region in the 
promoter was responsible, the authors mutated the AP-I and 
the Nrf2 binding sites in this enhancer. The loss of effects by 
DEP exposure in the mutated Nrf2 binding site but not in the 
AP-I binding site demonstrated that Nrf2 was responsible 
for the mcrease in Iuciferase activity after D EP exposure. 
This was separately confmned by Baulig et al. (2003) using 
the electrophoretic mobility shift assay. In this study, they 
demonstrated that AP-I did not bind to the ARE consensus 
sequence in the promoters of glutathione S-transferase (GST) 
or NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQOI) after DEP 
exposlll"e. In addition, they showed a dose effect between 
DEP concentration and nuclear protein binding to the ARE 
probes. Wan and Diaz-Simchez (2006) also reported dose
dependent responses in the activity of a reporter gene 
(luciferase) fused to the ARE promoter as a consequence of 
exposure to extracts of DEP. Additionally, Baulig et al. 
(2003) probed Nrf2 activation by immunocytochemistry, 
showing Nrf2 translocation into the nucleus of the celI. 
Similar results were obtained by Li et aL (2004) . Not only 
did the authors observe nuc1ear transiocation of Nrf2, they 
observed that totai Nrf2 protein concentration increased, 
even though they did not detect changes at the rnRNA level. 
111e authors suggested that this is d1e result of posttransduc
tionai modifications in the Nrf2 protein. Moreover, they 
proposed that the lifetime of the Nrf2 protein lengthens after 
DEP exposure. 
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Exposure 10 diesel exhaust partic1es produces oxidative 
stress (Gonzalez-Flecha 2004; Risom et al. 2005), which 
could activate the Nrf2-Keap I pathway (Reddy et al. 
2007) . Of the articles reviewed, Li et al. (2000) described 
a lack of HO-I induction when cells were treated with 
DEPs and two ROS scavengers, N-acetyl cysteine and 
luteine. In addition, Wan and Diaz-Sanchez (2006) 01>
selVed the inhibition of reporter gene activity when they 
treated cells with N-acetyl cysteine and DEP. Likewise, 
Aoki et al. (200 I) demonstrated an increase in DNA adduct 
fOlmation and the presence of 8-hydroxydeoxyguanosine, a 
biomarker for oxidative damage, after diesel exhaust 
exposure in Nrf2-knockout mice. FurthemlOre, Baulig et al. 
(2003) showed the production of ROS in airway epithelial 
cells treated with DEP. In addition, male ApoE / mice 
exposed to ultrafine particulate matter induced lipid 
peroxidation in the liver, along with an increase in Nrf2, 
phase ll, and antioxidant enzyme gene expression (Araujo 
et al. 2008). From the results discussed above, it can be 
deduced that the activation of the Nrf2-Keap I pathway 
after DEP exposure is due to the production of ROS and the 
generation of oxidative stress. 

3.2 Polycyclic aromatic hydrocarbons 

There are many compounds present in diesel exhaust. 
The organi c phase is composed of VOCs, such as 

Table 1 Particulate poUutants as Nrf2 pathway inductors 

PoUutant Organism or ceU model Concentration 

Diesel exhaust Raw264.7 (murine O-50 ~g/mL 
particles macrophages) 
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benzene and xylene, and non volatile compounds, like 
PAHs and halogenated aromatic hydrocarbons (HAHs) 
(Schwarze et al. 2006). It has been established that the 
organic extraction, composed primarily of PAHs, is 
responsible for Nrf2 activation and phase II enzyme 
induction. Although there is also induction of these 
enzymes with the polar fraction of DEPs, the induction 
is not present with the aliphatic one (Li et al. 2000, 2004; 
Baulig et al. 2003) (Table l ). 

Most of the artic1es that have been reviewed, in which 
Nrf2 is activated after exposure to PAHs, used benzo[a] 
pyrene as a toxic stimulus (Table 2). Ramos-G6mez et al. 
(2001 and 2003) and Fahey et al. (2001 ) demonstrated that 
Nrf2-null mice exposed to benzo[a]pyrene increased 
fores1omach tumor formation greater than wild-type mice. 
The authors u sed potent phase II inductors and chemo
preventive compounds, olipraz (Ramos-G6mez et al. 
2001 , 2003) and sulforaphane (Fahey et al. 2001 ), lo 
protect against benzo[ a ]pyrene loxicity. In Nrf2-null mice, 
this protection was lost; not only did the null mÌCe produce 
more tumors than the wild-type mi ce, they lacked 
induction of phase II enzyroes, NQOI , and GST. On the 
other hand, Aoki et al. (2007) showed that the loss ofNrf2 
increased the mutagenic activity of benzo[ a ]pyrene. In this 
paper, the phosporibosyltransferase (gpt) delta mouse 
model was used. In this model, the gpt gene is integrated 
in the genome of Nrf2+/+ mice and Nrf2 / mice 10 detect 

ObselVations Reference 

ARE-dependent induction of 

Diesel exhaust Lung of N rf2+I
- and 3 m g!m 3 as SPM 

HO-l luciferase reporter gene 

Increased relative DNA adduct 
fOlmation and oxidative DNA 
damage in Nrfl-I- mice 

Li et al. 
2000 

Aoki et al. 
2001 N rf2-I- mice 

Diesel exhaust A lveolar macrophages from 
particles male Sprague-Dawley rats 

Diesel exhaust Primary cultures of nasal ceU 
particles line 16HBE 

Diesel exhaust Raw264.7 (murine macrophages), 
particles human bronchoepithelia l cells 

(BEAS2B) and macrophages 
of Nrf2- f-

Diesel exhaust Purified B lymphocytes, 
extracts PBMC and DG75 celliine 

Fine and ultrafine Apo E-1
- male mice 

particulate matter 

lO ~g/mL 

0-150 ~g/mL 

25-50 ~g/mL 

0-20 ~g/mL 

FP~438.29 ~g/m3 
UFP~ 112 .61 ~g/m3 

Increased gene expression of phase II 
enzymes (HO-l , TDPX2, GSTP) 

Nrf2 nuclear translocation and 
increased NQOI expression 

Nrf2 translocation, increased phase II 
enzyme expression (e.g ., GSTYa, 
UGTlA6) in Raw264.7 and BEAS2B 

Last induction ofHO-1 expression 
in macrophages of Nrfl- I-

Increased NQO I expression 

Increased gene expression of Nrf2, 
antiox idants (e. g ., SOD2), phase 
II enzymes (e.g., NQOl) 

Koike et al . 
2002 

Baulig et al. 
2003 

Li et al. 
2004 

Wan and Diaz
Sanchez 2006 

Araujo et 
al. 2008 

ARE antioxidant response element, HO-J heme oxygenase l, SPM suspended particulate matter, TDPX2 thioredoxin peroxidase 2, GSTP 
glutathione S-transferase P subunit, NQOl NAD(P)H:quinone ox idoreductase, GSTYa glutathione S-transferase isoform Ya, UGT1A6 UDP
glycosyl transferase IA6, PBMe peripheral blood mononuclear ceUs, FP Ime particulate matter, UFP ultrafine particulate matter, SOD2 
superoxide dismutase isoform 2 
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mutations. The authors found that the loss of Nrf2 
increased the rate of spontaneous mutations threefold. As 
well, exposure to benzo[ a ]pyrene caused a rise in mutation 
frequency. These results demonstrated that the loss ofNrf2 
caused susceptibility to carcìnogenìc compounds. In a 
recent study, Garg et al. (2008) established that pretreat
ment of mÌce with curcumm reduced the tox Ìc effects of 
benzo[ a ]pyrene. They demonstrated the ability of curcu
mÌn to activate Nrf2 and, subsequently, phase II enzymes. 
The activation ofNrf2 reduced the oxidative DNA darnage 
produced by the treatment w ith benzo[a]pyrene. 

the generation of ROS might suggest a mechanism of 
loxicity of these PAHs. In addition, primary hepatocytes 
from Nrf2 I mice exposed to 9, lO-phenanthraquinone, a 
quinone produced from phenanthrene oxidation, 105t celI 
viability. The authors commented in unpublished data tltat 
9,1O-phenanthraquinone was able lo activate Nrf2 in vitro 
(Taguchi et al. 2008). These results are important because 
phenanthrene is the most abundant PAH in gasoline and 
diesel (Cheng et al. 2004). 

Baulig et al. (2003) tested different common PAHs at 
sÌmilar concentrations present in diesel exhaust particles 
(Table 2). Of the compounds tested, only phenanthrene and 
l-nitropyrene produced an mcrease in ROS concentratioll. 
Although their capacity lo activate Nrf2 was not assayed, 

Butadiene soot (BDS) is generated during the combustion 
of 1 ,3-butadiene, a volatile organic compound. BDS is rich in 
partic1es that can absorb PAHs. Microarray analysis ofhuman 
bronchoepithelial cells (BEAS-2B) exposed lo BDS showed 
upregulation of Nrf2-associated genes (Murphy et al. 2008) . 
The authors suggested that an increase in cellular oxidative 
stress was the result of exposure to BDS. 

Table 2 PAHs as Nrf2 pathway inductors 

Pollutant 

Benzo[a]pyrene 

Benzo[a]pyrene 

Benzo[a]pyrene 

Phenanthrene 

Fluoranthene 

Chysene 

Pyrene 

Benzo[a]pyrene 

l-Nitropyrene 

Benzo[a]pyrene 

Benzo[a]pyrene 

Butadiene soots 

9,10-Phenanthraquinone 

2,3,7,8-Tretachlorodibenzo
p -dioxin 

2,3,7,8-Tretachlorodibenzo
p -dioxin 

Organism or cell model 

Nrf2 wild-type and 
Nrf2-I - mice 

Nrf2 wild-type and 
Nrf2-I - mice 

Nrf2 wild-type and 
Nrf2-I - mice 

Prima.ry cultures of nasal 
cells and celiline 16HBE 

Lungs of Nrf2+f-: gpt 
Nrf2- I- : gpt mice 

Male Swiss albino mice 

Human bronchoepithelial 
cells (BEAS-2B) 

Primaty hepatocytes from 
Nrf2 w ild-type and 
Nrf2- I- mice 

Human hepatoma cells, 
HepG2 

Mouse embryonic fibroblasts 
from Nrf2- I - mice 

Concentration 

120 mg/kg 

120 mg/kg 

100 mg/kg 

20 nM 

l O nM 

3 nM 

lO nM 

0.5 nM 

4 nM 

l mg 

Pretreatment: curcumin 
0.01--0.05% diet 

Treatment: 
benzo[a]pyrene: 
l mg 

20 ~ghnL 

50 iiM 

0.1-1 nM 

l nM 

Observations 

Increased forestomach 
tumors in Nrf2-f- mice 
after treatment 

Nrf2 wild-type reduce 
forestomach fOlmation 

Increased DNA adduct 
fonnation in Nrf2- f- mice. 

Phenanthrene and 
l-nitropyrene produces 
an increase of ROS levels 

Increased mutatlons in 
the lungs of Nrf2-deficient 
gpt mice 

Nrf2 nuclear translocation 

Increased Nrf2 protein 

Increase in rnRNA, protein 
activity of GSTY 
and NQOl 

Upregulation of Nrf2 
target genes (e. g ., NQ01) 

Loss of cell v iability in 
Nrf2- I

- hepatocytes 

ARE-reporter gene induction 
Overexpression of Nrf2 

Binding of Nrf2 10 ARE 

Loss of induction of 
NQOl gene expression 

Reference 

Ramos-Gomez 
et al. 2001 

Faheyet al. 
2001 

Ramos-Gomez 
et al. 2003 

Baulig et al. 
2003 

Aoki et al. 
2007 

Garg et al. 
2008 

Murphy et al. 
2008 

Taguchi et a l. 
2008 

Park and Rho 
2002 

Ma et al. 
2004 

Gpl phosphoribosyl transferase, GSTY glutathione S-transferase isoform Y, N QOl NAD(p)H :quinone oxidoreductase, ARE antioxidant response 
element 
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There are reports of exposme to PARs that are not 
atmospheric pollutants that can activate Nrf2. Exposure to 
7,12-dimethylbenzo[a]anthracene increases skin turnor for
mation in Nrf2-knockout miee (Xu et al. 2(06). Also, it has 
been reported that exposure to trans-stilbene oxide, a 
synthetic proestrogen, induces phase II enzymes via the Nrf2 
pathway (Slittet al. 2006). 3-Methylcholanthrene (3-MC) is a 
potent inducer of phase II enzymes. It has been found that 
Nrf2-null miee lose the ability to induce these enzymes after 
treatment with 3-MC (Kwak and Keusler 2006). Further
more, compoW1ds like tert-butylhydroquinone, a metabolite 
of butylated hydroxyanisole, and [3-napthoflavone are some 
of the most potent inducers of the NrI2 pathway (Ng et al. 
1998; Moinova and Mulcahy 1999; Wild et al. 1999; Keum 
et al. 2006; Yuan et al. 2006). Eveu though these compounds 
are not atmospheric compounds, they share similar chemical 
structures and can be used as models for the ability of PAH 
to induce an antioxidant respanse. 

HAHs are compoW1ds that enter the atmosphere from 
combustion and industriaI processes, like production of 
organochlorine products (e.g., herbicides), bleaching of 
paper, and inCÌneration of waste (Lohmann and Jones 
1998; Arisawa et al. 2005). The term dioxin or dioxin-like 
compound represents an individuaI or a mixture of these 
compounds: polychlorinated dibenzo-p-dioxins, poly
chlorinated dibenzofinans, and poly chlorinated biphenols. 
The dioxin 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) is 
one of the most toxic and studied dioxins (EPA 2006). 
This dioxin is known to produce ROS and oxidative 
damage in lipids and DNA (Muhammadpour et al. 1988; 
Stohs 1990; Alsharif et al. 1994) . Park and Rho (2002) 
reported the induetion of an ARE-reporter gene by TCDD 
in the human hepatoma celi line HepG2. Mutations in the 
ARE sequence inhibited the induction by TCDD. More
over, the overexpression of Nrf2 in these cells treated with 
TCDD caused a major increase in the induction of the 
ARE-reporter gene. The authors concluded that the ARE 
element in the promoter of the superoxide dismutase 
isofonn 1 gene is functional and that it can activate the 
transcription mediated by Nrf2. Similar results were 
obtained by Ma et al. (2004). In this study, mouse 
embryonic fibroblasts from NrI2-null mice lost the 
capability to induce NQO 1 gene expression after treatment 
with TCDD. The authors suggested that TCDD treatment 
increases ROS production and consequently activates the 
NrI2 pathway. 

It is clear that exposure to DEPs or compounds that are 
present in them causes the activation of the Nrf2-Keap l 
pathway. This response can also be seen in concentrations 
that are not cytotoxic for the organismo l1lÌs activatiol1 
protects the cells against the effects of these pollutants by 
raising the protein concentration of phase II enzyrnes, 
detoxifying enzyrnes, and antioxidants. 
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4 Gaseous pollutant inductors of the Nrf2 pathway 

As was mentioned before, gaseous atmospheric pollutants 
include ozone, nitrogen oxides, carbon monoxide, sulfur 
dioxide, and VOCs. 

4.1 Ozone 

Ozone (03) is a powerful oxidant produced by photochem
ical reactions involving hydrocarbons and nitrogen oxides 
(Devlin et al. 1996). Exposure to this pollutant causes 
reactive species, such as aldehydes, hydrogen peroxides, 
and singlets of oxygen, hydroxyl, and organic radicals (Lee 
et al. 2003). Therefore, ozone toxicity is the result of the 
establishment of oxidative stress (Foucard et al. 2006) . It is 
acknowledged that genetic variability among phase II 
enzyrnes provides susceptibility against ozone exposure 
(Cho and Kleeberger 2007; Hollingsworth et al. 2007), 
although how ozone affects its regulation by NrI2 is not 
established. Kim et al. (2004) monitored NrI2 induction 
after ozone treatment. They observed that, after chronic 
exposure of 0.5 ppm in the liver and lungs of B6C3FI 
mice, total Nrf2 protein concentration was increased. On 
the other hand, when they exposed mice to a combination of 
ozone, 4-(N-methyl-N-nitrosamino )-I-(3-pyridyl)-I-butauone, 
and dibutyl phthalate, the induction was lost. In this paper, 
the authors focused on different stress response factors and 
did not report results relating Nrf2 and ozone exposure. 
Recently, data from our laboratOl)', working with male mice 
exposed to ozone by inhalation (0.11 ppm), showed an 
increase in Nrf2 rnRNA and protein in kidney with a 
concomitant overexpression of HO-l; however, we did not 
find any change in the pathway in the lung or liver (Rubio et 
al., in preparation). 

4.2 Nitrogen oxides 

N itrogen oxides that yield the fonnation of nitrogen dioxide 
are emitted primarily by motor vehicles (WHO 2003). 
N itrogen dioxide (N02) is an oxidant species (Kelly and 
Tetley 1997). Exposure to it produces ROS that cause 
oxidation of membrane constituents (Versor and Postletwait 
1997) . It can increase the enzymatic activity of glutathione 
peroxidase and glutathione reductase (persinger et al. 2002) 
and the rnRNA, protein level, and activity of -y-glutamyl 
transferase (Takahashi et al. 1997). There are no reports 
linking Nrf2 activation and exposure to nitrogen dioxide; 
however, there are many studies that establish Nrf2 
activation by endogenous and exogenous nitric oxide 
(NO). NO is a molecule that participates in several 
physiological functions, like apoptosis and proliferation, 
inflammation, and microbial defense signaling activity in 
vivo and in vitro (pae et al. 2004) . NO-donor compounds, 

~ Springer 



 

376 

like S-nitroso-N-acetyl-penicillamine (park and Kim 2005), 
spennine NONate (Buckley et al. 2003), sodiurn nitropus
side, Angeli's salt (Liu et al. 2007), inductors of inducible 
nitric oxide synthetase like lipopolysaccltaride (Ashino et 
al. 2(07), and NO-donating aspirin (Gao et al. 2005), 
provoke Nrf2 translocation to the nuc1eus, Nrf2 protein 
accumulation, and Ìnduction of phase II enzymes, such as 
HO-I, GST, and NQO l. ARE activation via Nrf2 protects 
against NO toxic effects, like apoptosis (Dhakshinamoorthy 
and Porter 2004; Li and Wogan 2005). Moreover, perox
ynitrite, another reactive nitrogen species, produces the 
induction of the Nrf2-Keap I pathway (Kang et al. 2002). 
Park and Kim (2005) showed that treatment with 3-
morpholinosydnonimene hypochloride (SIN -I ), a 
peroxynitrite-induced compound, generates Nrf2 transloca
tion to the nuc1eus and its coupling to ARE. Similar to NO, 
this activation protects cells against peroxynitrite-induced 
apoptosis (Li et al. 2006). Therefore, the Nrf2-Keap I 
pathway responds not only to oxidative stress but a150 to 
nitrosative stress, and this response protects organisms 
against these molecules (Li and Wogan 2005). 

4.3 Carbon monoxide 

Carbon monoxide (CO) is a gaseous molecule known to 
be toxÌC and lethal to living organisrns at high concen
trations . However, CO has recently been studied as a 
regulatory molecule (Song et al. 2004). Exposure to low 
concentrations of exogenous or endogenous CO (produced 
by HO-I catabolism) has antiapoptotic, anti-inflammatory, 
antiproliferative, and cy1oprotective effects (Nakao et al. 
2003 ; Ryter et al. 2002) . Neverthe1ess, the cytoprotective 
mechanism of CO is not well understood. Lee et al. (2006) 
reported that exposure of HepG2 cells to gaseous CO and 
tricarbonyl dichlororuthenium (II) dimmer induced HO-I 
and Nrf2 nuc1ear translocation and increased activity of an 
ARE-Iuciferase reporter gene. Similar results were 
obtained by Li et al. (2007) in PCI2 cells. They observed 
induction of -y-glutamylcysteine synthetase (-y-GCL) and 
nuc1ear translocation and ARE binding of Nrf2, as well as 
ROS production after treatment with a CO-releasing 
molecule. They proposed that exposure to toxic com
pounds such as SIN-l, a compound that yields peroxyni
trite, causes the induction and production of CO. CO 
produces ROS, and this activates the Nrf2-Keap I pathway 
and induces the expression of )'-GCL, which protect the 
celI from 10xic exposure. 

4.4 Volatile organic compounds 

Of the literature reviewed, there are no reports of induction 
of the Nrf2-Keapl pathway by exposure to sulfur dioxide 
and VOCs, although Li et al. (2000, 2004) reported that 
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exposure to quinones that are present in the polar fraction 
of DEPs produced the activation of this pathway. Benzene, 
a known VOC and hurnan carcinogen (powley and Carlson 
1999), fonns quinones as products of its metabolism 
(Gaskell et al. 2005). Some of these quinones are potent 
redox compoW1ds that can enter enzymatic or nonenzymat
ic redox cyc1ing and produce ROS, such as superoxide 
anion radicals (Bolton et al. 2000). Meanwhile, we found 
moderate activation of Nrf2 in kidney s in male mice when 
they were exposed to a VOC mixture (inc1uding benzene, 
1oluene, m-xylene, o-xylene, p-xylene, ethylbenzene, and 
ethyl tert-butyl ether) with a concomitant increase in the 
protein level of HOl. The formation of these radicals can 
stinlUlate the Nrf2 pathway. 

5 Conclusions 

Exposure 10 atmospheric pollutants produces several toxic 
effects. Some pollutants are potent oxidants that can react 

ROS 
Electropbiles 

~~ 

NQOl 
HOl GST 
Prxl GPX2 
TR T-GeL 
GS SOD 
CAT 268 
MRP GSR 
UGT crx 
DNArepair 

Fig. 4 Nrf2 induction by atmospheric po llutants . Exposure to 
atmospheric polLutants or its metabolites pnxluces Nrfl activation or 
kinase activation that could activate the Nrf2 pathway, given as 
resulting in an increase of cell survival. asterisk small maf family 
member, ATF4 PMFl or a member of the Jun family 
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directly with diverse cellular components and destroy 
several physiological functions. On the other hand, some 
of these pollutants go through a series of metabolic 
reactions in order to be detoxified and excreted. These 
reactions involve chemical modifications, like oxidation, to 
increase the solubility of the originaI compoWld so that it 
can be excreted (Shimada 2006). During these metabolic 
reactions, many reactive intermediates, particularly ROS, 
are produced. To cOWlteract the presence of reactive 
molecules, the ceU induces phase II enzymes and antiox
idants that, via conjugation reactions, inactivate the reactive 
molecules (Shih et al. 2007). Therefore, this induction 
represents the primary defense mechanism against oxidant 
pollutants, and the crucial regulator of this defense 
mechanism is Nrf2. This transcription factor is activated 
following exposure; it separates from its cytoplasmic 
inhibitor, Keap l , translocates into the nuc1eus of the cell, 
and induces the transcriptional activation of phase II 
enzymes and antioxidants (Fig. 4) (Higgins et al. 2008). 
Nrf2 regulates the expression of numerous cytoprotective 
genes that function to detoxity reactive species (Osburn and 
Kensler 2007), and it is clear from the papers highlighted in 
this review that Nrf2 has an important role in the defense 
against atrnospheric pollutant-induced toxicity. 

Our Wlderstanding of the molecular mechanisms Wlder
lying the Nrf2 pathway has increased enonnously since 
1994; however, it is stiU incomplete. Further studies are 
needed to understand the signaling events that turn on the 
system in response to atmospheric pollutant stress. This 
could allow the possibility of targeting the pathway for 
prevention benefits in the near future. 
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Benzene is a well-established human carcinogeno Benzene metabolites hydroqui none (HQ) and benzoqui
none (BQ) are highly reactive molecules capable of producing reactive oxygen species and causing oxida
tive stress. In this study, we investigated the role of the Nrf2, a key nuclear transcription factor that 
regulates antioxidant response eJement (ARE)-containing genes, in defense against HQ- and BQ-induced 
cytotoxicity in cultured human lung epithelial cells (Beas-2B). When the cells were exposed to HQor BQ 
the activity of an ARE reporter was induced in a dose-dependent manner, meanwhile Nrf2 protein levels 
were elevated and accumulated in the nucleus. Increased expression ofwell -known Nrf2-dependent pro
teins including NQ01, GCLM, GSS and HMOX was also observed in the HQjBQ-treated cells. Moreover, 
transient overexpression of Nrf2 conferred protection against HQ- and BQ-induced celi death, whereas 
knockdown of Nrf2 by small interfering RNA resulted in increased apoptosis. We also found that the 
increased susceptibility of Nrf2-knockdow n cells to HQand BQ was assodated with reduced gl utathione 
levels and loss of inducibility of ARE-driven genes, suggesting that deficiency of Nrf2 impairs cellular 
redox capacity to counteract oxidative damage.. A1together, these results suggest that Nrf2-ARE pathway 
is essential for protection against HQ- and BQ-ind uced toxicity. 

l. Introduction 

Air pollution is a worldwide problem and has become a major 
environmental health issue (Chen et at, 2007; WHO, 2005 ). Air 
pollution is defined as a mixture of particulate matter (PM) and 

Abbrev intions: ARE. antioxidant response element ; BQ, benzoquinone; co. 
carbon monoxide; ED50, effective dose 50; GCLM. glutamate cysteine ligase 
modifier subunit ; GSH. g lutathione; GSS. glutathione synthetase; GSTs. glutathi
one-S-transferases; HMOX1 . heme oxygenase 1; H20 2, hydrogen peroxide; HQ, 
hydroquinone; OH'. hydroxyl radical ; Keap1 . Kelch-like ECH-associated protein 1 ; 
Maf. musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene; MTS, [3-(4 .5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-{4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium. inner sal t; 
NQ01 , NAD(P)H dehydrogenase quinone 1; NOx, nitrogen oxides; Nrf2. nuc1ear 
factor (eryt hroid-derived 2)-like 2; 0 3• ozone ; ROS, react ive oxygen species ; siRNA. 
short interference RNA; SOlo sulfur dioxide; 0l ' superoxide ; UGTs. UDP-glu
curonosyltransferases; VOCs. volati le organic compounds. 
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gaseous chemicals consisting primarily or nitrogen oxides (NOx), 
carbon monoxide (CO), sulfur dioxide (502 ), ozone (03 ) , and vola
tile organic compounds (VOCs) (Ferm et at, 2006; Han and Naeher, 
2006 ). In recent years, due to increasing emissions from outdoor 
(Riediker et al., 2003; Rodolfo 50sa et aL, 2009) and indoor sources 
(Carrer et at, 2000), and indiv iduai activities (e.g. smoking) 
(Serrano-Trespalacios et al., 2004), populations in large urban areas 
are exposed to high levels of VOCs (Tovalin et aL, 2006 ), predomi
nantly, monocyclic aroma tic hydrocarbons, in particular benzene, 
toluene, ethylbenzene, and isomers or xylene (m-, 0-, p-xylene) 
(Tovalin-Ahumada and Whitehead, 2007; Tovalin et a!., 2006). 
Exposure to benzene has been associated with aplastic anemia, 
leukemia and Iymphoma (5nyder, 2002; Vin et al., 1996). Besides 
its oncogenic effect on hematopoietic tissue, recent s tudies have 
correlated benzene exposure with tumor formatiml in human 
(Yin et al., 1996) and animai (Maltoni et aL, 1989; 5nyder et al. , 
1988) lungs, indicating that the lung is also a target of benzene
induced toxicity. Benzene toxicity is attributed to its metabolism, 
mainly in the liver (Koop et aL, 1989; Nedelcheva et aL , 1999; Ross, 
2000; 5nyder et al., 1989) and probably in the lungs (Pow ley and 
Carlson, 2000, 2001, 2002; 5heets et a!. , 2004), which leads to 
the formation of reactive metabolites hydroquinone (1 A-benzene
diol or 1,4-hydroquinone; HQ) and its oxidized form benzoquinone 
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(l,4-benz<XJ.uinone or p-benzoquinone; BQ). HQ and BQ are highly 
reactive molecules and, through redox cycling, they produce reac
tive oxygen s pecies (ROS) (Bolton et al. , 2000), including superox
ide (0;-). hydrogen peroxide (H20 Z) , nitric oxide (NO) and 
ultimately hydroxyl radical (OH'y, resulting in oxidative s tress 
(Luo et al., 2008; Snyder and Hedli, 1996) and oxidative damage 
to DNA (Abernethy et al., 2004; Luo et al. , 2008), proteins, and lip
ids (Gut et al., 1996; Winn, 2003 ). Moreover, addition of antioxi
dant enzymes (e.g. catalase ) and N-acetyl cysteine, a glutathione 
precursor (GSH), has been shown to block oxidative damage in
duced by these metabolites (Barreto et al., 2009; Ruiz-Ramos 
et al., 2005 ) confirming the role of ROS production and oxidative 
stress in HQ and BQ cytotoxicity. 

To counteract damage induced by oxidative stress , cells have 
developed an adaptive defense mechanism that leads to rapid 
and efficient induction of detoxifying enzymes (phase II enzymes) 
and antioxidants (Kang et al., 2005 ). Induction of these molecules 
is through a cis-acting element in the promoter region known as 
the antioxidant response element (ARE) (Lee et al., 2005 ). The nu
clear factor (erythroid-derived 2 )-like 2 (Nrf2), abasie leucine zip
per member of the cap 'n' collar family of transcription factors 
(Shen et al., 2004), is the principal regulator of the ARE-driven cel
lular defense system. Under homeostatic conditions, Nrf2 is pres
ent in the cytoplasm attaching to an actin-binding protein named 
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl ) (Lee et al., 2007 ). 
Keapl functions as a suppressor of Nrf2 by retaining it in the cyto
sol and enhancing its proteasomal degradation (Lo and Hannink, 
2006). Exposure to electrophiles and ROS uncouples the Nrf2-
Keapl complex, leading to the release ofNrf2 and its nuclear trans
location w here it dimerizes with other transcription factors such as 
members of the small Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma 
oncogene) family (Motohashi et al., 2004). Binding of these hetero
dimers to ARE enables transcriptional activation of many target 
genes including those encoding antioxidants (e.g. GSH), drug
metabolizing enzymes (Phase I and Phase Il ), drug-efflux pumps 
(Phase III ), 26S proteasome subunits, heat shock proteins, growth 
factors, and transcription factors (Hayes and McMahon, 2009; Itoh 
et al., 1997 ; Owuor and Kong 2002). The up-regulation of these 
genes promotes celi survival and protection against oxidative dam
age (Lee et al., 2004; Li et al., 2005 ). 

It has been demonstrated that the Nrf2-dependent adaptive re
sponse provides a pivotal defense mechanism against environmen
tal hazards, including various air pollutants (reviewed in (Osburn 
and Kensler, 2008) and (Rubio et al., 2010)). In this study, we have 
explored the role ofNrf2 in protection against benzene metabolites 
HQ and BQ in human lung cells. Our results demonstrate that these 
metabolites are able to induce ARE-driven gene expression through 
the activation of Nrf2. However, knockdown of Nrf2 greatly en
hances HQ- and BQ-induced cytotoxicity and celi death , and the in
creased susceptibility of the Nrf2-knockdown cells is associated 
with reduced levels of GSH and loss of induction of ARE-driven 
genes, suggesting that Nrf2 is essenti al for the survival of lung cells 
against the tox ic effects of these benzene metabolites. 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals and celI culture 

Ali chemicals used in this study were purchased from Sigma-Al
drich (St. Louis, MO). Human bronchial epithelial cells (Beas-2B) 
were obtained from American Tissue Culture Collection (ATCC, 
Rockville MD). Beas-2B cells were grown in Dulbecco's Modified Ea
gle's Medium (DMEM, South Logan UT) supplemented with 10% fe
tal bovine serum (FBS, Invitrogen Corporation, Carlsbad CA) and 

antibiotics (100 U penicillinjml and 100 J.lg streptomycinjml (Invit
rogen Corporation, Carlsbad CA) at 37 °C in a 5% CO2 incubator. 

2.2. Plasmids and transient transfections 

The plasmids pcDNA-Nrf2-V5 (referred as Nrf2-V5 ) Oain et al., 
2005 ) and pGL2B-NQ01-ARE-WC (referred as ARE-WC) 
(Dhakshinamoorthy and jaiswal 2000) were a kind gift from Dr. 
Anil ] aiswal (University of Maryland). Transient transfection of 
Beas-2B cells were carri ed out using Lipofectamine 2000 following 
the manufacturer's instructions (Invitrogen Corporation, Carlsbad 
CA). Briefly, the cells were seeded in 6-well plates at a density of 
3 x 105 cellsjwell (>-90% confluence ). Twenty-four hours after plat
ing, cells were transfected with 4 J.lg of either the abov e plasmids 
or the pcDNA 3.1 empty vector diluted in Opti-MEM media (Invit
rogen Corporation, Carlsbad CA). 

2.3. siRNA transfection 

Control siRNA (5' -UAACGACGCGACGACGUAATI-3"dnd 5'-UUA 
CGUCGUCGCGUCGUUAlT-3') and siRNA ta rgeting human Nrf2 siR
NA (Lee et al., 2008 ) (5'-GCUUUUGGCGCAGACAUUCIT-3'dnd 5' 
GAAUGUCUGCGCCAAAAGCTG-3' ) were obtained from Ambion 
(ne. (Austin, TX). Beas-2B cells were transiently transfected with 
100 nM of control siRNA or Nrf2 siRNA mixed with DharmaFectl 
Transfection Reagent (Dharmacon, Lafayette, CO) according to the 
manufacturer's protocol. 

2.4. Luciferose assay 

Twenty-four hours after transfection with ARE-LUC, the cells 
were seeded in 96-well plates at a density of 1 x 104 cellsjw ell 
and treated with conditions as elsewhere indicated. After the treat
ment, luciferase activity was determined using the Bright-Glo 
Luciferase Assay System (Promega Corporation, Madison Wl) 
according to the manufacturer's instructions . Luminescence was 
recorded us ing a FLUOstar Optima plate reader (BMG Labtech 
Ine. , Cary, Ne). 

2.5. Nuclear extraction 

Nuclear extracts were prepared using the NE-PER sys tem 
(Pierce Chemical Co. , Rockford IL) following the manufacturer's 
recommendations. Briefly, 3 x 105 control and treated cells were 
harvested and suspended in 100 J.ll of the cytoplasmic extraction 
reagent ( (CER I) and incubated on ice for 10 min. The cytoplasmic 
extraction reagent II (CER II, 5 J.lL) was then added, vortexed for 5 s , 
incubated on ice for 1 min and centrifuged (16,000xg) at 4°C for 
5 min. The pellet was suspended in 50 J.ll of nuclear extraction re
agent (NER) and incubated on ice for 40 min, vortexing for 15 s 
every 10 min. After incubation, the sample was centrifuged at 
4 °C (16.000 x g) for 5 min and the supematant was collected and 
frozen at - 8 0 °C until further use. 

2.6. Cell viability 

Celi viability was assessed by the 13-( 4 .5-dimethy lthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxy phenyl )-2-(4-s ulfophenyl )-2H-tetrazolium, 
inner salt (MTS)-based assay following the manufacturer's instruc
tions (Promega Corporation, Madison, Wl). 

2.7. Flow cytomeny 

Analysis of different stages of apoptosis was performed using 
Annexin-VjPI and Annexin-Vj7-AAD staining kits (BD Pharmigen, 
San jose, CA) following manufacturer's protocol , and analyzed by 
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flow cytometry (BO LSR Il cytometer). Briefly, 2 x 105 HQ or BQ
treated cells were harvested, washed with PBS, stained with either 
Annexin-V/PI or Annexin-Vj7-AAD for 15 min at room temperature 
and analyzed by flow cytometry. 

2.8. GSH measurement 

GSH was assessed us ing the intracellular thiol probe ThiolTrac
ker Violet (Inv itrogen Corporation, Carlsbad CA) following the 
manufacturer's instructions. Briefly, Beas-2B cells were treated 
with various concentrations of either HQ or BQ in serum-free med
ia for 2 h, washed twice with PBS, and stained with ThioITracker 
Violet for 30 min at 37 cc. Then, the dye was replaced with pre
warmed PBS and fluorescence intensity (410 nm excitation/ 
520 nm emission) was measured using a FLUOstar Optima plate 
reader (BMG Labtech Ine. , Cary, NC). 

2.9. Western blot 

Celi lysates were prepared in Iysis buffer (Celi Signaling Tech
nology, Danvers, MA) supplemented with protease inhibitor cock
tail (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) followed by 
centrifugation at 16,000 xg for 10 min at 4 cc. Total protein was 
quantified using a bicinchoninic acid kit (Thermo Fisher Scientific 
Inc. , Rockford, IL). Equal amounts of protein were loaded in a 
4-20% gradient polyacrylamide gel (Invitrogen Corporation, Carls 
bad, CA) and transferred to a PVDF membrane. The membrane was 
blocked with 5% non-fat milk solution and sequentially incubated 
with primary antibody and enzyme-conjugated secondary anti
body. The bands were v isualized using the chemiluminescence 
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method according to the manufacturer's guidelines (GE Healthcare, 
Pittsburgh, PAlo Antibodies used w ere purchased from the follow
ing suppliers: Nrf2, HMOX1, GSS, NQOl , GCLM and lamin A from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Biotechnology Inc., Santa 
Cruz, CA); p-actin and GAPDH from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO); and anti-rabbit, anti-goat and anti-mouse IgG per
oxidase linked whole antibody from GE Healthcare (GE Healthcare, 
Waukesha, Wl). 

3. Results 

3.1. lnduction oJ ARE-driven gene expression and Nrj2 activation by 
HQand BQ 

To examine the capability of HQ and BQ in the induction of ARE
driven gene expression, human bronchial epithelial cells, Beas-2B, 
were transiently transfected with a luciferase reporter plasmid dri
ven by the NQOl gene ARE (referred as ARE-WC) (Dhakshinamoorthy 
and]aiswal, 20(0). The cells were exposed to various concentrations 
(5-20 ).lM ) of HQ or BQ for 16 h and assayed for luciferase activity. 
These doses were found to produce mild to moderate stress to the 
cells without causing appreciable cytotoxicity that may interfere 
w ith the reporter gene assay (Crisman et al. , 2007; Fan and Wood, 
2007). Both HQ and BQ treatments resulted in a dose-dependent 
induction of ARE-driven luciferase activ ity (Fig. l A). When used at 
a lower concentration (5 ).lM), HQseemed to be a stronger ARE indu
cer than BQ. However, when a higher concentration (20 J1M ) was 
used, they induced luciferase activities at a comparable rate (",2.5-
fold). We then evaluated ifthe observed ARE induction could corre
late with the activation ofthe Nrf2 pathway. A rapid elevation ofNrf2 
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Fig. 1. Induct ion of ARE-driven gene expression and activation of Nrf2 by HQand BQ (A) Beas-2B cells were t ransfected w it h t he ARE-LUC report er vec tor. Forty-eigh t hours 
after transfection, tfle cells were t reated w it h various concentrations of HQ or BQ for ..... 16 h a nd luciferase activ ity w as measured. Data are expressed as fold of induction of 
luciferase activity compared to vehic1e-control (dimethyl sulfoxide) (m ean :!: SO; n = 3 ). (B) Exposure to eitfler HQ or BQ increases Nrf2 prot ein expression and ca uses Nrf2 
nuc1ear accumulation. Beas-2B cells were t reat ed w it h 20 11M of HQor 10 ).1M of BQ for 4 h. Nuc1ear ext rac t<; and w hole-celllysates w ere prepared as described in Section 2. 
Il-actin and lam in A ant ibodies were used as loading cont rols for whole-<:elllysat es and nuc1ear extract<; respective ly. (C) Up-regula tion of Nrf2-dependent enzymes. Western 
blot a nalysis of Beas-2B cells trea ted with up to 20 ).1M of HQ or 10 ).1M of BQ for 16 h. Il-actin antibody w as used as loading control. Quantificat ion of band int ensity w as 
performed by Imagej version 1.4 2q software (developed by the National Insti tu te o fHeal t h) (right panel ) and expressed as percentage of induction compare t o vehic1e-t reat ed 
cells (control). Data are represe nta tive of tfl ree inde pendent experim ents wit h similar results. GCLM, g lu tamate cysteine ligase modifier subunit; GSS, glutathione syntfletase ; 
HMOX1, heme oxygenase 1 ; NQ01 , NAD(P )H dehydroge nas e quinone 1. 
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protein was detected in whole-cell Iysates prepared after a short 
term treatment (4h) with either HQ or BQ (Fig. l B). Since Nrf2 
nuclear trans location is a key event in the activation of this 
pathway, we examined Nrf2 nuclear accumulation in either HQ or 
BQ treated Beas-2B cells. Western blot analysis showed that HQ 
and BQ led to Nrf2 accumulation in nuclear extracts after 4 h treat
ment (Fig. 18). These data indicate that Nrf2 is rapidly stabilized 
and mobilized to the nucleus in respanse to HQ and BQ treatments. 
Next, to determine the efTect of Nrf2 activation on gene expression, 
levels of several well-known Nrf2 target proteins were analyzed. 
These included GSH synthesis enzyrnes glutarnate cysteine ligase 
rnodifier subunit (GCLM) and glutathione synthetase (GSS), the 
drug-rnetabolizing enzyrne NAD(P)H dehydrogenase quinone 1 
(NQ01), and the antioxidant enzyrne herne oxygenase 1 (HMOX1 ). 
As shown in Fig. 1 C, induction of these proteins was confirrned in 
cells exposed to eitherHQor BQfor 16 h. Levels ofHMOX and GCLM 
were rnarkedly increased by both cornpounds, whereas expression 
ofGSS and NQ01 only becarne detectable after treatrnent with either 
HQor BQ. Noteworthy, HQtreatrnent caused a greater accurnulation 
of HMOX1 (7-fold induction) as cornpared to the BQ treatrnent 
(2-fold). These results dernonstrate that HQ and BQ activate Nrf2 
by triggering its nuclear translocation and protein accurnulation 
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leading to the transcriptional up-regulation of ARE-driven genes in 
Beas-2B cells. 

3.2. Protection against HQ- and BQ-induced cytotoxicity and cell death 
by Nrp 

To evaluate the mie ofNrf2 in HQ- and BQ-induced cytotoxicity, 
we explored whether Nrf2 overexpression could confer cytoprotec
tion against these xenobiotics in lung epithelial cells. Beas-2B cells 
were transfected with Nrf2-V5 plasrnid to establish the transient 
overexpression of wild-type Nrf2 (Fig. 2A). Transfected cells were 
treated with different concentrations of either HQ or BQ for 5 h 
and celi v iability was assessed by MTS reduction assay. As shown 
in Fig. 2B, cells overexpressing Nrf2 exhibited s ignificantly attenu
ated loss of viability caused by HQ or BQ treatrnents cornpared to 
control cells, as reflected by either raised viability curves 
(Fig. 2B) or increased effective dose 50 (ED50, yielding 50% celi via
bility) (Fig. 2C). To further stress the irnportance of Nrf2 in protec
tion against HQ and BQ cytotoxicity, Nrf2 in Beas-2B cells was 
silenced by siRNA (short silencing RNA) and tested for their sus 
ceptibility to these rnetabolites. Nrf2 siRNA transfection led to a 
knockdown of Nrf2 protein to an undetectable level as deterrnined 

D 
Nrf2 

p-aclin 

E 120 

~ Conbol ... NI1'2 

:>. \, siRNA siRNA 

= 60 
:c 30 \ .. ........ :> .... 

O 
O 50 100 150 200 250 300 

Hydroquinone I!'M) 
120 

;I!. 90 III"." ... Conbol NI1'2 
siRNA 

... 
siRNA :>. 

60 '. = ..... 
:c 30 '. .. " . :> O 

O 50 100 150 200 250 300 
Benzoquinone I!'M) 

F 

:? 
~ 

o 

C 
W 

Fig. 2. The role of Nrf2 in protection against HQ- a nd BQ-induced cytotoxicity. OVerexpression experiments (A-C). (A) Western blot analysis o f Nrf2 expression in Beas-2B 
cells t ransiently transfected with pcDNA 3.1 or Nrf2-V5 plasmid. ~-actin w as used as loading control. (B) Beas-2B cells overexpressing Nrf2 were exposed t o various 
concentrat ions of either HQ or BQfor 5 h and cytotoxicity w as det ermined by MTS reduction ass ay. The CUlves represent the percen tage of v iabi li ty of t reat ed cells relative t o 
untreated-control cells (mean ± SD; n> 3 ). Note: data are representative of at least three independent experiments with si m ilar res ults. (C) Based on t he cytotoxicity assays, 
effective dose 50 (EDso) was calculated for HQand BQin control and Nrf2-overexpressing cells (m ean ± SD; n> 4). Knockdown experiment (D-F). (D) Western blot analysis of 
Nrf2 in Beas-2B cells transfected with control siRNA or siRNA targeting Nrf2 ~-actin was used as loading control. (E) Forty-€ight hours after siRNA transfection, Beas-2B cells 
were exposed to various concentrat ions of either HQor BQ for 5 h and cytotoxicity w as evaluated by MTS reduction assay. The curves represent the percentage of v ia bi li ty o f 
treated cells rela tive to unt reated-control cells (mean ± SD; n> 3 ). Note: data are representative of at least t hree ind ependent experiments with similar results. (F) Based on 
the cytotoxicity assays, effect ive dose 50 (ED5 0 ) w as calculated for HQ and BQ in control and Nrf2-knockdown Beas-2B cells (mean ± SD; n> 4). Student's t-test *p < 0.05, 
* ~p <0.01. 
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by Western blot analysis (Fig. 20). The Nrf2-knockdown cells 
exhibited increased susceptibility to either HQ- or BQ-induced 
cytotoxicity as reflected by lowered viability cUives (Fig. 2 E) and 
decreased ED 50s for HQ and BQ as compared to control-siRNA 
transfected cells (Fig. 2 F). 

Since the above celi viability assay (MTS) was based on measur
ing mitochondrial function and unable to differentiate the pro
cesses of celi death in detail , we further assessed cytotoxicity of 
HQ and BQ in Nrf2 overexpressing and knockdown cells using celi 
death-based assays. Apoptosis was determined by annexin V/PI 
(overexpression experiments) and annexin V/7-AAD (knockdown 
experiments) s taining followed by flow cytometry analysis. 
Although pronounced induction of celi death was observed in both 
controls and Nrf2 overexpressing Beas-2B cells after the treatment 
of either HQ or BQ (4 h, 50 ).l.M) (Fig. 3), Nrf2 overexpressing cells 
showed a relatively low er rate of celi death compared to control 
cells (empty vector transfected cells ) (Fig. 3 ). Noteworthy , early 
apoptotic cells (annexinV+jPr) were, in fact , slightly increased in 
the Nrf2-overexpressing celi s, but the overall apoptot ic process 
was remarkably reduced in these cells. In addition, we also tested 
if lack of Nrf2 could enhance apoptotic celi death induced by either 
HQ or BQ (Fig. 4 ). After HQ treatment (4 h , 50 IlM) ~40% of Nrt2-
knockdown cells were dead or in later stages of apoptosis w hereas 
only ......,20% of control cells were dead or apoptotic (Fig. 4A and C). 
Moreover, the percentage of viable cells was s ignificantly lower 
in Nrf2-knockdown cells than that of control cells. Similar results 
were obtained from the BQ treatment, in which ......,60% of Nrf2-
knockdown cells were dead or in later s tages of apoptosis but only 
......,40% of control cells were the case (Fig. 4 B and D). Taken together, 
these results demonstrate that Nrf2 overexpression attenuates 
cytotoxicity and celi death induced by both HQ and BQ whereas 
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Nf2 deficiency increases susceptibility of Beas-2B cells to these 
compounds. 

3.3. Reduced GSH levels and 10ss oJ indudbility oJ ARE-driven genes in 
Nrj2-knockdown cells 

GSH is the most abundant cellular n on-protein thiol , it plays a 
centrai role in maintaining cellular redox status and protecting 
against oxidative damage (Zhang et al., 2009). GSH depletion ap
pears to be one of the key mechanisms underlying HQ and BQ tox
icity in other human cells (Luo et al., 2008; Smith, 1999; Trush 
et al., 1996). We measured GSH levels in Beas-2B cells treated w ith 
various concentrations of either HQ or BQ for a short peri od (2 h). 
As shown in Fig. SA, cellular GSH decreased in a dose-response 
manner in both treatment s, w ith relatively greater depletion of 
GSH in BQ treatment. Since Nrf2 is a master regulator of antioxi
dant transcriptional response, we hypothesized that the initial 
depletion of GSH by HQ and BQ could t rigger an Nrf2-dependent 
up-regulation of detoxifying enzymes and ant ioxidants, which 
could help detoxify these compounds (Bolton et al., 2000; Moran 
et al., 1999; Smith, 1999 ). In order to delineate the role of Nrf2 
in this detoxification mechanism, we studied the effect of 
Nrf2-knockdown in the same cellular model. As expected, 
Nrf2-knockdown cells had lower basallevels of GSH compared to 
the control-transfected cells (80%) (Fig. s B). When the siRNA trans
fected cells were treated with either 20 J.lM of HQ or 10 J.lM of BQ 
for 16 h, prote in levels of HMOX and GSS were markedly increased 
in control-siRNA transfected cells, but this induction was totally 
absent in Nrf2-knockdown cells (Fig. SC). These results suggest 
that the previously observed enhanced HQfBQ cyto toxicity in 
Nrf2-knockdow n cells is due to decreased production of GSH and 
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Fig. 3. Nrf2 overexpress ion renders protection against HQ- and BQ-induced apoptotic celi deat h induct ion. Forty-€ight hours after transfection with control or Nrf2-V5 
plasmid Beas 2-B ce lls were exposed to 50 ~M of eit her HQ or BQ for ...... 4 h. Apoptosis and celi death induction was evalua ted by Annexin-VfPI staining fo llowed by f10w 
cytometry analysis. Data from 1 x l aJ ce lls were acquired. Repres entative f10w cytometry profiles are presented fo r HQ (A) and BQ (C) treated cells. The percentage of celi 
population in each quadrant is indicated. (B) and (D) Data shown as mean ± SO of t hree independent experiments. Ql , dead cells (annexinV-tpr"); Q2, late apoptot ic ce lls 
(annexinV+tpn ; Q3, viable cells (annexinY-tpr ); Q4, ear1y apoptotic cells (annex inY+fPr). Student's t-test *p < 0.05, ~*p < 0.01 . 
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loss of inducibility of Nrf2-dependent antioxidant enzymes includ
ing HMOX and enzymes responsible for GSH metabolism (e.g. GSS). 
Therefore, the deftciency of Nrf2 reduces cellular redox capa city to 
counteract oxidative damage induced by HQ and BQ. 

4. Discussion 

In this study, w e used human bronchial epithelial cells (Beas-
2B) as a cellular model to explore the role of the Nrf2 pathway in 
the defense against HQ- and BQ-induced cytotoxicity in lung. We 
have shown that both HQ and BQ are able to induce ARE-driven 
gene expression in the lung cells , as reflected by an increase in 
ARE-dependant luciferase reporter activity (Fig. l A) . HQ and BQ 
exposures also lead to increased Nrf2 total protein levels, as well 
as Nrf2 nuclear accumulation (Fig. 1 B). It is well established that 
Nrf2 nuclear accumulation and protein s tabilization are indicators 
of Nrf2 activation (Li et al., 2005; Niture et al., 2009 ). Hence, these 
results reveal that HQ and BQare Nrf2 activators, capable ofinduc
ing ARE-driven gene expression. Furthermore, w e confirmed that 
HQ and BQ can induce endogenous ARE-driven genes, including 
those encoding GSH synthesis enzymes GCLM and GSS, the drug
metabolizing enzyme NQ01, and the antioxidant enzyme HMOX1. 
The induction of detoxifying enzymes (phase Il enzymes) and anti
oxidants is criticai for detoxification of benzene metabolites. NQO 1 
and GSH have been found to be key intrinsic m olecules that defend 
against benzene-induced toxicity in hematopoietic cells (reviewed 
in (Bolton et al., 2000) and (Ross and Zhou, 2009)). NQ01 is a Ila
voprotein that catalyzes the beneficiai two-electron reduction of 
benzoquinone to hydroquinone, preventing unwanted one-elec
tron reduction which results in formation of ROS, thus avoiding re
dox cycling of semiquinone radicals and the sl1bsequent covalent 
modification of cellular components (Vasiliou et al., 2006 ). It has 
been c1early demonstrated that NQOl induction protects against 
celi death induced by HQ (Smith 1999) and BQ (Flescher and 
Snyder, 1995). Moreover, conjugation of HQ and BQ to GSH and 
other endogenous substrates (e.g. glucuronic acid) enables the for
mation of less reactive and tox ic metabolites, with increased solu
bility and excretion (Snyder et al., 1993 ). Induction of the GSH 
synthesis enzymes and enzymes that catalyze the conjugation 
reactions (such as glutathione-S-transferases (GSTs ) and UDP-glu
curonosy ltransferases (UGTs)) is mostly regulated by Nrf2 (Biswas 
and Rahman, 2009; Cho et al., 2002 ). Nrf2-dependent gene expres
sion not only counteracts oxidative stress procluced by HQ and BQ 
exposures, but also participates in the biotransformation and 
excretion of these metabolites. Our study demonstrated that 
exposure to either HQ or BQ causes a rapid GSH depletion 
(Fig. SA) likely due to procluction of ROS or direct conjugation with 
the compounds (Luo et al., 2008; Smith, 1999; Trush et al., 1996), 
leading to Nrf2 activation and subsequent induction of GCLM and 
GSS (Fig. l C), two major enzymes inv olved GSH synthesis (Biswas 
and Rahman, 2009 ). On the other hand, HQ and BQ are Michael 
reaction acceptors (Bolton et al., 2000 ), compounds that have been 
shown to react w ith SH groups of Keapl leading to Nrf2 nuclear 
translocation and t he subsequent activation of the pathway (Dink
ova-Kostova et al., 2001; Wang et al., 2010). It is more likely that 
both of these two mechanisms of Nrf2 induction contribute to 
the observed Nrf2 activ ation. These results allow us to assemble 
a series of consequential events: exposure to HQ and BQ ---'> ROS 
production ---'> depletion of GSH and generation of oxidative 
stress ---'> Nrf2 activation ---'> induction of ARE-driven gene expres
sion ---'> detoxification of HQ and BQ and repair of oxidative d amage 
(Fig. 6 ). This suggests that there exists an auto-regulation mecha
nism (Rubio et al., 2010 ) for the detoxification of HQjBQ com
pounds and it is la rgely dependent on the activat ion of the Nrf2j 
ARE pathway. 
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Fig. 6. Mode! de toxifi cat ion pathway invo!ved in the act ivat ion of Nrf2. Exposure to 
benzene metabolites HQ and BQ causes GSH dep!etion and ROS generation, 
resu!t ing in changes in the redox status of t he celi, which triggers nudear 
trans!ocat ion or Nrf2 and t he act ivation of t he Nrf2/ARE pathw ay, in tum !eading to 
up-regu!ation of Phase 11 detoxificat ion enzymes and enzymes responsib!e for t he 
synthesis or endogenous ant ioxidants such as GSH. This auto-regu!at ion mechanism 
is suggested as a therapeutic target to prevent or reduce benzene toxicity using 
pharmaceutica! or natura! dietary agents. 

To further elucidate the protective role of Nrf2 against HQ- and 
BQ-induced cytotoxicity and celi death, two strategies were used 
to manipulate Nrf2 levels : gene overexpression and knockdown. 
While Nrf2 overexpression significantly reduced the cytotoxicity 
and apoptotic celi death induced by either HQ or BQ (Figs. 2 and 
3 ), knockdown of Nrf2 by siRNA led to the opposite effects (Figs. 
4 and 5 ). These results are in agreement w ith several previous re
ports in which nel1rons and kidney cells with Nrf2 overexpression 
showed enhanced resistance against oxidant-induced celi death 
(Chen and Shaikh, 2009 ; Shih et al., 2003 ), however, Nrf2-knock
down bo ne marrow stromal cells exhibited increased sensitivity 
to HQ and BQ (Zhl1 et al., 2006 ). Finally, we demonstrated that 
(1 ) reduced cellular GSH (Fig. 5 B) and (2 ) impaired induction of 
ARE-driven genes including GSS and HMOX (Fig. 5 C), both due to 
the loss of Nrf2, are the mechanistic explanations for the observed 
enhanced s usceptibility of Nrf2-knowckdow n cells to HQ and BQ. 
In other words, once the "auto-regulation" mechanism (Fig. 6 ) is 
disrupted, e.g. , by inactivation of Nrf2, cells are more susceptible 
to these compol1nds. It is noteworthy that BQ appears to be rela
tively more potent than HQ in terms of depleting GSH and causing 
cytotoxicity (Figs. 1,4 and 5 ). Compared to HQ, BQis considered a 
less stable, but more reactive electrophile (Gaskell et al. , 2005 ) 
capable of reacting directly with cellular components (e.g. DNA 
and proteins) and GSH (Snyder and Hedli, 1996). Nevertheless, 
manipulation of Nrf2 significantly affects cytotoxicity induced by 
either HQor BQ( Figs. 2-4). 

Our stl1dy demons trated that the Nrf2/ARE pathway is essential 
in the intrinsic defense against inhaled benzene and its metabolites 
HQand BQ. This knowledge is criticai for the development of strat
egies to help susceptible populations exposed to these air pollu
tants. One of the most prominent developing strategies to 
preven t or reduce the benzene-induced damage is to enhance the 
Nrf2-dependent antioxidant response. It has been sl1ggested that 
failure to induce functional NQOl contributes to increased risk of 
benzene hematotox icity (Moran et al., 1999) and induction of this 
enzyme by a well-known Nrf2 inducer, (Kwak et al., 2001 ) was 
prove n to increase protein levels preventing HQ-induced apoptosis 
in hematopoietic cells. Furthermore, NQOl can facilitate the for
mation of less toxic and soluble metabolites that are easier to be 
eliminated (Schrenk et al., 1996). Recently, several dietary chemo
preventive compounds (e.g. curcuminoids , resveratrol, and isothio
cyanates) have been reported to increase Nrf2 levels, disassociate 
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Nrf2 of its cytosolic inhibitor Keapl, or/and enhance Nrf2 protein 
stabilization, resulting in the activation of Nrf2-dependent gene 
expression (reviewed in (Kwak et al., 2004) and (Jeong et al., 
2006)). Use of these comman and abundant compounds could 
prove to be a simple and safe strategy to provide protection against 
benzene- and benzene metabolite-induced toxicity. With tens of 
millions of people liv ing and working in densely populated cities 
and industriai areas, such a preventive strategy - if successful -
could have a significant impact 011 lessening the public health bur
den from exposure to oxidant pollutants. 
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Abstraet 

The promotion of oxidative stress had been implicated as an important mechanism by which air pollutants, 

like ozone and volatile organic compounds (VOCs) exerts their toxicity. In this study, we compare the 

oxidative effects of an acute (I hr) exposure to a mixture of ozone and VOCs to either ozone or VOCs 

alone exposures in lungs, liver and kidneys ofmale CD-I mice. Exposure to the mixture of l ± 0.12 ppm 

of ozone and 5 ppm ofVOCs induced oxidative stress and damage to lipids and DNA in ali three organs. 

Our results demonstrate that the oxidative stress and damage observed in the lungs are caused mainly by 

ozone, while the liver and kidneys were affected primarily by VOCs toxicity; although extrapulmonary 

ozone effects were also detected. The rapid induction of phase II enzymes and antioxidants mediated by 

Nrf2 is a major defensive mechanism to counteract oxidative stress-induced damage by environrnental 

pollutants. Hence, we explored the inducibility ofthe Nrf2 pathway by the co-exposure to these pollutants. 

Herein, we established that the exposure to the mixture of ozone and VOCs up-regulated two well-known 

Nrf2 effectors, heme oxygenase l (Hmoxl) and UDP-glucuronosyltransferase l family polypeptide Al 

(Ugllal). These results suggest the activation of the Nrf2 pathway by these air pollutants, nevertheless 

future studies will be required to fully determine Nrf2 activation and function in the protection against 

ozone and VOCs. 

Key Words: inhalation, Nrf2, oxidative damage, air pollution 
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1. Introduction 

The concentrations of recognized or suspected genotoxic and carcinogenic agents found in the air of 

many cities in developed and, in particular, developing countries have raised concerns about potential 

acute amI/or chronic health effects experienced by exposed populations (IARC 2002). Mexico City 

Metropolitan Area (MCMA) has experienced declines in ambient concentrations of criteria pollutants 

over the last decade. However, these concentrations remain above the United States Environmental 

Protection Agency (USEPA) National Ambient Air Quality Standards (NAAQS) with ozone and 

particulate matter (PM)frequently exceeding these standards (GDF 2003). 

Several studies evaluated the presence of DNA damage potentially associated with exposure to 

outdoor air pollutants in MCMA. Increased DNA damage in nasal, bIo od, and tear cells have been 

observed in people living amI/or working in the South of MCMA compared to those Iiving in the North 

(Calderon·Garciduenas et al. 1996; Valverde et al. 1997; Rojas et al. 2000). Typically, the South of 

MCMA experiences elevated ozone concentrations, while the North presents higher airborne PM levels 

(GDF 2001). Recently, in a study using personal exposure measurements of air pollutants among 

MCMA outdoor workers, performed by our group, observed a positive correlation between DNA damage 

and exposure to ozone, PM (particle diameter 2.5 Dm), and several volatile organic compounds (VOCs) 

including benzene (ethyl and trimethyl), xylene, methyl tert-butyl ether (MIBE) and hexane (Tovalin et 

al. 2006). 

Ozone is a powerful oxidant produced by photochemical reactions involv ing hydrocarbons and 

nitrogen oxides (Devlin et aI. 1996). Ozone-induced toxicity is mediated partially by oxidative stress 

(pryor 1994). Acute exposure to ozone causes reactive oxygen species (ROS), such as aldehydes, 

hydrogen peroxides, oxygen singlets, hydroxyl, and organic radicals and oxidative damage DNA, proteins 

and membranes lipids (Lee, Mok Kim, and Han 2003). Likewise, exposure to certain VOCs, particularly 

monocyclic aromatic hydrocarbons (e.g. benzene, toluene and xylenes), induced ROS formation followed 

their metabolic activation mainly in Iiver (Nedelcheva et al. 1999). Consequently, the promotion of 
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oxidative stress has been identified as one of the most important mechanisms responsible for ozone and 

VOCs cytotoxic effects. 

Oxidative stress triggers redox sensitive pathways that le ad to different biological processes, like 

inflarnrnation, genotoxicity and celi death (Kooter 2004). However, to rninirnize oxidative stress-induced 

damage cells have developed efficient antioxidants defense systerns, such as the rapid induction and 

activation of detoxifYing enzymes and antioxidants (Kang, Lee, and Kim 2005). The promoter region of 

genes encoding phase II detoxifYing enzymes and antioxidants contains a cis-acting element called the 

antioxidant response element (ARE) (Lee et al. 2005). Nrf2, a basic leucine zipper, member of the 

"cap'n ' collar" family of transcriptional factors , is the principal regulator of the ARE-driven cellular 

defense. Under homeostatic conditions Nrf2 is in the cytoplasm of the celi, atlached to an actin-binding 

cytosolic protein named Keapl (Kelch-like ECH associated protein) (Lee et al. 2007). Exposure to 

electrophiles and ROS, uncouples the Nrf2-Keapl complex, leading to Nrf2 nuclear Iranslocation and 

dimerization with others transcription factors (e.g. members of the small maf (musculoaponeurotic 

fibrosarcoma oncogen) farnily) (Motohashi et al. 2004). These heterodimers bind to the ARE element 

inducing the transcriptional activation of target genes, including phase II enzymes and antioxidants 

(Owuor and Kong 2002). 

Considering that exposure to air pollutants occurs in mixtures (Harkema and Wagner 2005) the 

present study mimics an acute exposure (1 hr) to ozone and a rnixture of VOCs. Il evaluates changes in 

the antioxidant response and damage to biological molecules (lipid membranes, DNA and proteins) after 

the exposure to the rnixture of ozone and VOCs compared to either ozone or VOCs alone exposures, not 

only in lung, the main target for inhaled pollutants but in the liver and kidneys of male CD-l rnice. Hence, 

the present study provides insights of the interactions between these two main air pollutants and its effects 

compared to single pollutant exposures. In addition, extrapulmonary effects of ozone as well as 

extrahepatic potential targets of VOCs induced toxicity, such as the kidneys are investigated. Moreover, 

Nrf2 pathway activation by these pollutants is also explored. 

4 



 

 

2. Materiai and methods 

2.1. Chemicais 

Ozone was produced in a corona discharge generator (Ozone Air purifier XT-120/240, Suffolf, VA) and 

monitored regularly during the exposure using an ozonometer (Ozone sensor Model A-21ZX, Eco Sensor 

lnc ., Santa Fe, NM). As VOCs supply the BTEXlMlBE mix by Supelco Inc. (Belleforte, PA), containing 

2000"g/ml ofbenzene, toluene, ethyl benzene, p-xylene and methy l tert-butyl ether, was used. 

2.2. Animais 

Ali animals were handled under the protocol for care and use of laboratory animals approved in our 

lnstitute. CD-l male mice (From Instituto de Investigaciones Biomédicas vivarium, Universidad Nacional 

Autonoma de México, México City, M éxico), 45 days old and weighing 30-35 g, were housed in hanging 

plastic cages under controlled lighting conditions (12 h light/12 h dark regime), relative humidity (50 ± 

5%) and temperature (17 ± 2"C) and fed with Purina rat chow and water ad libitum. Animals were allotted 

randouùy to fOUf experimental groups; group l , controls (deionized water-exposed); group 2, animals 

exposed to ozone ; group 3, animals exposed to mixture of VOCs; and group 4, animals exposed to ozone 

and a mixture of VOCs. AnimaI protocols were approved by the Institutional AnimaI Care and Use 

Committee and complied with the Nlli Guide far the Care and Use af Labaratary Animals (Institute of 

Laboratory AnimaI ReSOUfces 1996). 

2.3. Exposure 

Inhalation experiments were performed in an acrylic box (50 X 30 X 50 cm) with a flux of lO Il 

min. The exposure protocol was as previously described (Valverde et al. 2002). Briefly, the animals were 

placed in the acrylic box, and exposed to either ozone, a mixture ofVOCs or to ozone and VOCs for l hr. 

As controls the animals inhaled ultrapure-deionized water for the same period of time. The work 

concentrations were as follows : l ± 0.12 ppm for ozone and for 5 ppm VOCs. These concentrations 

correspond to the emergency exposUfe limit (EEL) suggested by the Committee on Toxicology 

(Committee-of-Toxicology 2000) for an acute ozone expOSUfe and the maximum dose allowed in an acute 

occupational exposure to VOCs (OSHA 2009) (Table l). As mentioned above as VOCs supply the 
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BTEXlMTBE mixture (Suppelco Inc, Belleforte, PA) was selected since it represents, to certain extent, 

air pollution conditions in MCMA (Tovalin et al. 2006). To guaranty that the pollutants were unifonnly 

distributed in the acrylic box, filtered air was injected to maintain the pollutants circulating. 

2.4. Cell Suspensions and Tissue Homogenates 

After exposure the animals were sacrificed by cervical dislocation and the lungs, liver and kidneys were 

removed and placed in cold saline solution (0.9% NaCI) until cell suspensions and tissue homogenates 

were prepared. For the celi suspensions a lung, a kidney and a piece of liver (approximately 1/3 of the 

total volume) per animai, were minced into l mm3 pieces. The cell suspensions were kept at 4°C until 

sediment was observed (~30 minutes) and immediately assayed for reactive oxygen species and D N A 

damage (Comet assay). For tissues homogenates a piece of lung, liver and kidney were perfused and 

homogenized (10,000 rpm for 15 seconds) in PBS buffer supplemented with protease inhibitors cocktail 

(Calbiochem, EMB Bioscience Inc., La Jolla CA) . The tissues homogenates were centrifuge at 4°C 

(14,000 rpm) for lO minute s, the supernatants were collected and frozen -80°C until further use. The other 

organs were rapidly frozen and stored in liquid nitrogen. 

2.5. Reactive oxygen species detection 

This technique is based on the oxidation of the dihidrorhodamine-123 to rhodamine-123 caused by 

intracellular reactive oxygen species. ROS production was measured as previously reported (Lee et al. 

2003). The absorbance was measured in a microplate reader (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) at 

505 nm wavelength. 

2.6. Catalase activity determination 

Catalase activity was measured as previously described (Aebi 1984). The assay is based in H20 2 

consumption by catalase in the sample. Briefly, tissue hornogenates were centrifuged at 4°C, 10,000 rpm 

for 5 minutes. The supernatant was collected and catalase activ ity was detennined. To normalize the 

samples, protein concentration was measured using a bicinchoninic acid kit following manufacturer ' s 

instructions (Thenno Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). 
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2.7. Tolal superoxide Dismulase activily delermination 

Total superoxide dismutase activity was measured as previously described (Su", Oberley, and Li 1988). 

Formazan production was determined at 560 nm in a in a microplate reader (Bio-Rad Laboratories Inc., 

Hercules, CA). The percent inhibition is calculated as below: 

(A blank - A sample) 

% inhibition ~ ----------------------------- X 100% 
A blank 

One unit of SOD is defrned as the amount ofprotein that inhibits the rate ofNET reduction by 50%. 

2.8. Lipoperoxidalion 

The thiobarbituric acid method was employed to analyze malondialdehyde (MDA) level as a marker of 

lipoperoxidation. Briefly, a 100 fll aliquot of the tissue homogenates previously prepared was added to 

100 f.LL of trichIoroacetic acid (10%) and centrifuged at 3,000 x g for lO minutes. The supernatant was 

added to l mi of thiobarbituric acid reagent (0.375%) and heated for 45 minutes at 92°C. The absorbance 

at 532 nm (thiobarbituric acid-MDA complex) was recorded in a spectrophotometer (Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, CA). 

2.9. DNA damage assessed by Single Celi Gel Eleclrophoresis or comel assay (SCGE) 

An appropriate number of cells was obtained in 30 fll of cell suspension and mixed with 75 fll of 0.5% 

LMP agarose. The cells and LMP agarose at 0.36% final concentration were loaded onto microscope 

slides pre-Iayered with 200 f.Ll of 0.5% normal melting point agarose. The SCGE assay was performed as 

described by Valverde et al. , (2000). Individuai cells were visualized al 20X magnificalion under an 

Olympus BX-60 microscope (Olympus America Inc, Center Valley, PA) with fluorescence altachments 

(515-560 nm excitation filter, 590 nm barrier filter). To identifY the tail, the head of the comet was 

defined as the most brilliant circular region in the image. The percentage of DNA in the tail of the comet 

was recorded using the software Komet 3 (Kinetic Instruments, UK.), this parameter represents the 

percentage of migrated DNA (% tail DNA). To evaluate the percentage of tail DNA, 100 

cells/tissue/animal were scored for each exposure. 
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2.10. Protein Oxidation 

Protein oxidation in the tissues homogenates previously prepared was detenruned using a commerciai kit 

(Chemicon International Inc, Termecula, CA) following the manufaclurer's protocol. In this assay the 

oxidative modification of proteins, in particular the presence of carbonyls groups is detected by their 

derivatization with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH). The carbonyl-DNP adduct was separated by 

polyacrilamide gel electrophoresis followed by immunoblotting. The results are presented as the sum of 

the intensity of the bands detected by the computer program EDAS 290 (Eastman Kodak Co., Rochester, 

NY). The control values were adjusted to I and exposure values were calculated as fold change compared 

to controls (deionized water-exposed animals). 

2.11. RT-PCR 

From a small piece ofliver, lung and kidney total RNA was isolated using Trizol (Invitrogen Corporation, 

Life Technologies Corporation, Carsbald, CA) according to the manufacturer 's instructions. The RT-PCR 

reactions were performed using the Access RT-PCR Sy stems (Promega Corporation, Madison, Wl). L32, 

a constitutively expressed gene was included as an internai reference . RT-PCR primers were designed 

using Primer Express software (Applied Biosystems; ABI 2.0). The primer sequences used were as 

follows: Nrf2 5'-TGGACGGGACTATTGAAGGCTGC-3'and 

GCCGCCTTTTCAGTAGATGGAGG -3 '; heme oxygenase (Hmoxl) 

ATGTAAAGCGTCTCCACGAGGT-3'and 5' - AAGGCGGTCTTAGCCTCTTCTG-3' ; 

5' -

5'

UDP-

glucoronosyltransferase I family polypeptide Al (Ugtlal) 5'-TTGGTGGAACTTGGACGGACT-3'and 

5'-GCTGTAGGAAGTTCATGCGGTC-3'and L32 5 '-TTGAGGCCAATGGCAACCCT-3'and 5'

ACAAAGTTCTGAGCGA TGGCC-3 ' 

2.12. Western blot 

The western blot analysis was performed according to standards protocols .. [l-actin was used as loading 

control. The Nrf2, Ugtalal, Hmoxl and [l-actin antibodies were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, Biotechnology Inc. , Santa Cruz, CA). The bands were visualized using 
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chemilumiuesceuce method accordiug to the manufacturer's guidelines (GE Healthcare, Pittsburgh, PAlo 

To deterrnine the band intensity the filrns were analyzed using the computer program EDAS 290 

(Eastman Kodak Co., Rochester, NY). 

Table I. Experimental conditions 

Experimental 
eondition 

Coneentrations 

Control Deionized water 
Ozone I ± 0.12 ppm 
VOCs 5 ppm 
Ozone + VOCs I ± 0.12 ppm ofOzone and 5 ppm ofVOCs 
* The animals were exposed for I hr and immediately sacrificed 

by cervical dislocation. 

3. Results and Diseussion 

3.1. Oxidative stress and damage indueed by exposure to ozone, VOCs or the mixture of 

ozone and VOCs. 

To evaluate the generation of oxidative stress caused by the exposures in liver, lungs and kidneys, 

ROS production and the activity of two of the main antioxidants enzymes, total superoxide dismutase 

(SOD) and catalase, were assayed. Oxidative stress and damage was observed in liver, lungs and kidneys 

of mice exposed to an acute inhalation of the mixture of ozone and VOCs (Table 2). To elucidate the 

mechanism by which these pollutants induced oxidative stress and damage, exposures to either ozone or 

VOCs alone were also perforrned. The results indicate that the pulmonary effects observed in the animals 

exposed to the mixture of ozone and VOCs are caused mainly by ozone. Increased ROS production and 

decreased activity of total SOD were observed in the lungs of animals exposed to either ozone or the 

mixture of ozone and VOCs (Table 2). The data confirrns previous reports of ROS induction (Pryor 1994; 

Pryor and Church 1991) and inactivation of SOD (Lee, Mok Kim, and Han 2003; Rivas-Arancibia et al. 

1998) after ozone exposure. Enzyme fragmentation (Lee, Mok Kim, and Han 2003) and reduced SOD 

levels have been reported (Rivas-Arancibia et al. 1998), suggesting the forrnation of superoxide after 

ozone exposure. Ozone will react instantaneously with surfactant's polyunsaturated fatty acids in the air-
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epilhelial lining fluid in the ailWays generating toxic molecules such as ROS, hydroperoxides and 

alkenales (pryor and Church 1991) which oxidize lipids fonning lipid oxidalion products, like 

malondialdehyde (MDA) (Postlethwait et al. 1998). Comparable lipoperoxidation values were observed 

in Ihe lungs of animals exposed to either ozone or ozone and VOCs (Fig. lb), suggesting that Ihe lipid 

damage observed after the exposure to the mixture of pollutanls is consequence of ozone rather than 

VOCs toxicity. Although, ROS production and changes in the activities of antioxidanls enzymes were 

also delecled in lhe lungs ofVOCs exposed animals, no damage lo lipids was observed (Fig.lb). These 

results may suggest Ihat even though the exposure lo VOCs induced oxidalive slress in lungs, its intrinsic 

defense mechanisms were able to counleract or overcome Ihe stress. Based in the previous results and 

considering that population in urban areas is exposed lo mixtures of pollutanls we decided to further 

evaluate damage lo DNA and proteins in animals exposed to the mixture of ozone and VOCs. DNA 

damage and prolein oxidation were observed in lungs of mice exposed to the mixture of pollulants. 

Considering our results and several previous reports (Mudway and Kelly 1998; Rojas el al. 2000; 

Valverde el al. 1997), we can conclude thal the oxidalive damage lo DNA and proleins observed is 

consequence mainly of ozone toxicity ralher than an effecl ofVOCs melabolism in Ihe lungs. 
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Table II. ROS production and oxidative stress related enzymes activities ofliver, lungs and kidneys of 
mice exposed to ozone, VOCs and a mixture of ozone and VOCs. 

ROS 
Organ (~g rhodamine/ 

g protein) 
Liver 

Control 0.64 ± 0.25 
Ozone 0. 78 ± 0.31 
VOCs 0.61 ± .33 

Ozone + VOCs 0. 81 ± 0.46 
Lung 

Control 0.14 ± 0.02 
Ozone 0.39 ± 0.125 
VOCs 0.24 ± 0.03* 

Ozone + VOCs 0.41 ± 0.18* 
Kidney 
Control 0.45 ± 0.1 9 
Ozone 0.17 ± 0.078 
VOCs 0.60 ± .331 

Ozone + VOCs 0. 26 ± 0.09 

SOD 
(U/mg protein) 

6.91 ± 0.16 
3.44 ± 0.12* 

6.7 ± .09 
4.62 ± 0.15* 

23.85 ± l.35 
9.11 ± l. 25* 
14.45 ± 0. 78* 

10.84 ± l.62** 

6.5 ± 0.21 
7.13 ± 0.33 
6.3 ±O.ll 

4.89 ± 0.13* 

Catalase 
(mK15 s/mg protein) 

2.31 ± 0.03 
3.38 ± O.ll * 
4.6 ± 0.004** 
8.2 ± 0.05** 

3.35 ± 0.007 
5.82 ± 0.01 
2.27 ± 0.03 
3.5 ± .004 

2 .53 ± 0.012 
l. 89 ± 0.06** 
3.23 ± 0.01 ** 

0.523 ± 0.76** 
Note: ANOV A test *p < 0.05 **p < 0.01 (mean ± SE; n~3) . Concentrations used were as follows: Ozone : 

l ± 0.12 ppm, VOCs: 5 ppm of a mixture ofVOCs and Ozone + VOCs: l ± 0.12 ppm of ozone + 5 ppm 
of a mixture ofVOCs. 

In liver and kidneys, the exposure to the mixture of ozone and VOCs induced oxidative stress, 

reflected by changes IU the activities of antioxidant enzymes SOD and calalase (Table 2) and 

lipoperoxidation (Fig . la and c). Since metabolic activation of VOCs occurs primarily in the liver 

(Nedelcheva et al. 1999) changes in catalase activity may reflect the formation of hydrogen peroxide as a 

sub-product of the metabolism of organi c solvents, such as benzene (Shen et al. 1996). Similar results 

were observed for SOD activity, the exposure to the mixture of ozone and V OCs decreased the activity of 

SOD in both the liver and kidneys of exposed animals. When compared to either ozone or VOCs alone 

exposures, the decrease in total SOD activity was only detected in the Iivers of ozone-exposed animals 

(Table 2). These changes in the activities of antioxidant enzymes could indicate that ozone has an effect 

in these extrapulmonary tissues. Due to the reactivity of ozone, it will not penetrate far into other internai 

organs (Pryor, Squadrito, and Friedman 1995) so ozone toxicity is due mainly by a secondary metabolites 

generated by the reactiollS of ozone with the eadiest molecules it encounters (Pryor, Squadrito, and 
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Friedman 1995). Also, it has been reported oxidative effects of ozone exposure in liver (Aibo et al. 2010; 

Csallany, Manwaring, and Menken 1985). Changes in GSHlGSSG ratio and increase in antioxidants 

enzymes were observed in livers of exposed mice to ozone (Aibo et al. 2010). It has been suggested that 

ozone toxicity in extrapulmonary tissues is the result of long-lived signaling molecules produced by 

inflammatory epithelial cells in the lung in response to oxidative injury (Last et al. 2005) and by-products 

of lipid oxidation (e.g. MDA) (Goldstein 1978). Here in, it is possible that the changes in SOD and 

catalase activities reflect ozone toxicity in liver, with similar effects observed in the lungs of ozone

exposed animals. Ozone exposure induced changes in the activities of antioxidants enzymes in liver and 

kidneys, although damage to lipid membranes was not detected after the exposure (Fig. la and c). The 

lack oflipid damage may suggest that oxidative stress generated by ozone exposure was counteracted by 

the defense mechanisrns of these organs. Although, considering that the exposure was acute (l hr) it 

cannot be exc1uded that long-lived ozone by-products wouldn' t induce damage afterward. These results 

suggest that oxidative stress and lipoperoxidation observed in liver and kidneys exposed to the mixture of 

ozone and VOCs are mainly attributed to VOCs toxicity; though ozone generated oxidative stress in these 

extrapulmonary organs it did not induced oxidative damage. Noteworthy, when compared the VOCs

exposed and the co-exposed with ozone animals, there seems to be a synergetic effect belween these 

pollutants (Table 2 and Fig. l) reflected by enhanced lipid damage and oxidative stress. In a simitar way, 

DNA damage observed in liver and kidneys of ozone and VOCs-exposed mice (Fig. 2a) are more likely 

consequence of VOCs-induced toxicity. VOCs metabolic activation, produce reactive metabolites and 

ROS (Shen et al. 1996) which induce DNA damage and lipid oxidation, not only in liver main organ for 

VOCs metabolisms (Nedelcheva et al. 1999) but also in kidneys were extrahepatic metabolism ofVOCs 

occurs causing renal toxicity (Bowen, Hannigan, and Irtenkauf2007; Yoon, Madden, and Barton 2007). 
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Fig. 1 Oxidative damage induced to lipids in liver (a), lungs (b) and kidneys (c) after an acute exposure to 

either 1 ± 0.12 ppm of ozone (ozone), 5 ppm of a mixture ofVOCs (VOCs) or 1 ± 0.12 ppm of ozone and 
5 ppm of a mixture of VOCs (0 3 + VOCs). Malondialdehyde (MDA) levels were used as an index of 
lipoperoxidation. Student' s T te !òt "'p < 0.05 (mean ± SD; n=3) . 
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a. DNA Damage 

100 [J ConIroI- 0 3 -f- VOCs 

** 

o 

b. Prolein Oxidation 
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Fig. 2 Damage induced to DNA (a) and proteins (b) after an acute exposure to I ± 0.12 ppm of ozone and 

5 ppm of VOCs. a. DNA damage determined as Tail DNA by single cell gel electrophoresis (SCGE) or 
Comet assay. b. Detection of carbonyls groups formation as marker of protein oxidative damage. 
Student's T test ***p < 0.001 (mean ± SD; n~3). 

3.2. Up-regulation of Nrf2 effectors, Hmox and UgUal, induced by ozone and VOCs 

exposure. 

Our results showed that an acute exposure to the mixture of ozone and VOCs produces oxidative stress as 

reflected by ROS production, changes in the activity of antioxidants enzymes and oxidative damage to 

DNA, lipids and proteins. The activation of the Nrf2 pathway is an adaptive mechanism of protection 

against several environmental xenobiotics (Rubi o, Valverde, and Rojas 2010). Nrf2 activation leads to the 

transcriptional induction of phase II enzymes and antioxidants (Owuor and Kong 2002) which counteract 

ROS and metabolites ofphase I enzymes (e.g. cytochromes P450)(Higgins et al. 2009). As marker ofthe 

activation this pathway, the induction of two Nrf2 effectors, Hmoxl and Ugllal, was evaluated after 

exposure to ozone and VOCs. Our results showed a vast increase ofHmox and Ugllal (Fig. 3b) in !ivers 

and lungs of exposed animals. The observed induction could indicate the activation ofthe Nrf2 pathway, 

although considering that only minor changes in the mRNA level of these enzymes were only detected in 

the liver of exposed animals (Fig.3a) and the shorl expOSUfe time (I hr), it can't be excluded that non-

transcriptional regulation (e.g. post-translational or degradation mechanisms) may contribute to the 

induction of these enzymes. In recent years several reporls established Hmoxl induction after ozone 
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exposure (Foucaud et al. 2006; Valacchi et al. 2004) and activation of UgU a family members by benzene 

(Schrenk et al. 1996), providing a mechanism of detoxification against these pollutants. Our results 

suggest that an acute exposure to l ppm of ozone and 5 ppm of VOCs produced oxidative stress which 

could lead to the activation of Nrf2 and the subsequent induction ofHmox and UgUal. 

a. b. 
120 -

c Nr12 • Ugt1a1. Hrnox1 
120 

cNrI2 . Ugl1a1.Hmox1 

* 
100 - 100 

80 - BO 
r:::: r:::: o O * ;:; ii u 
:::l 60 - :::l 60 "C " -= .5 
~ o ;il. 

40 - 40 

* * 
20 - 20 

O O 
Uver Lung Kidney UYer Lung KIdneJ 

Fig. 3 Changes in gene and protein expression ofliver, lung and kidney of mice exposed to a mixture of l 
± 0.12 ppm of ozone and 5 ppm ofVOCs for l hr. Changes in gene and protein expression were evaluated 

by RT-PCR (a) and Western blot (b), respectively . The results were norrnalized with L32 and l3-actin for 
gene and protein expression, respectively. The percentage of induction was evaluated using the band 

intensity measured by densitometry after computer analysis. The percentage of induction represents the 
ratio between ozone and VOC 's-exposed animals and deionized water-exposed controls. Student ' s T test 

*p < 0.05 (mean ± SD; n~3) . UgHal, UDP-glucuronosyltransferase l family polypeptide Al; Hmox l, 

heme oxygenase. 

Finally , human populations are exposed to complex mixtures of air pollutants ; nevertheless 

current knowledge of toxicity of air xenobiotics is based primarily in single-pollutant exposure studi es. 

The present study , and similar ones, provides understanding oftoxicity mechanisms underly ing exposure 

to complex mixtures ofxenobiotics as well as possible interactions between different pollutants and toxic 
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effects induced in different organs. Il also provides insights into the cellular molecular mechanisms 

involved in the protection against the exposure to these common air pollutants. 
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