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1. Resumen

El benzo[a]pireno, B[a]P es un hidrocarburo aromatico policiclico producto de combustiones
incompletas de materia orgénica. Es un carcinégeno presente en el humo de tabaco y estad
relacionado con la incidencia de cancer de pulmon. La capacidad carcinogénica del B[a]P reside
en su biotransformacion, que conlleva la generacién de metabolitos toxicos capaces de
interactuar y dafiar a los componentes celulares El B[a]P es metabolizado principalmente por el
citocromo P450 1A1 que forma parte de la via de sefializacion del receptor de hidrocarburos de
arilo, AhR. Algunos estudios sugieren que el AhR, ademéds de mediar la respuesta a
xenobidticos, es capaz de modular otros procesos celulares, tales como diferenciacion,
proliferacion, adhesion y/o apoptosis. Esto mediante la activacion de la via de sefializacion de
proteinas cinasas activadas por mitdgenos, MAPK. Sin embargo, la participacion de las MAPK
en la activacidon metabdlica del B[a]P y en la generacion de dafio celular en tejido pulmonar de
humano no se conoce en su totalidad. En este estudio se us6 una linea celular no transformada
derivada de tejido bronco epitelial de humano, BEAS-2B para determinar la participacion de las
cinasas ERK 1/2 en la activacidon metabdlica del B[a]P y en la produccion de daiio genotoxico.
Los resultados indican que, a concentraciones relativamente bajas, el B[a]P no es citotoxico para
la linea celular BEAS-2B, sin embargo induce la transcripcion de CYP1Al y un aumento en la
concentracion de su proteina. Adicionalmente, promueve la fosforilacion de las cinasas Src y
ERK 1/2. Por otro lado, la inhibicion de la fosforilacion de la cinasa Src y ERK 1/2 bloquea la
translocacion del AhR al ntcleo promovida por el B[a]P, teniendo como consecuencia una
disminucion en la produccion de la enzima CYPI1A1 y en la produccion de aductos de B[a]P.
Estos resultados sugieren que existe una intercomunicacion de las vias AhR y MAPK mediada
por la cinasa Src, en células pulmonares expuestas a B[a]P y que esta intercomunicacion es
importante para que se lleve a cabo la via de sefalizacion del AhR mediada por B[a]P.



Abstract

Benzo[a]pyrene (B[a]P), is a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) produced by incomplete
combustion of organic matter. B[a]P is the most extensively studied carcinogen in cigarette
smoke and has been regarded as a critical promoter of lung cancer. It is known that B[a]P-
mediated Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) activation stimulates the mitogen activated protein
kinases (MAPK) signaling cascade in different cell models. MAPK pathway disturbances drive
alterations in cellular processes e.g. differentiation, proliferation, apoptosis and it also may
modify the AhR pathway itself. However, MAPK involvement in B[a]P metabolic activation and
toxicity in human lung tissues is not well understood. Here we used a non transformed human
bronchial epithelial lung cell line, BEAS-2B to study the participation of ERK 1/2 kinases in the
metabolic activation of B[a]P and its related genotoxic effects. Our results suggest that at
relatively low concentrations, B[a]P is not cytotoxic to BEAS-2B cells but it enhances CYP1Al
gene transcription and protein induction. Additionally, B[a]P promotes Src and ERK 1/2
phosphorylation. Accordingly, inhibition of both Src and ERK 1/2 phosphorylation decreases
AhR nuclear translocation, CYPI1Al protein induction and production of B[a]P adducts.
Together, these data suggest a crosstalk between AhR and MAPK pathways mediated by Src
kinase that is necessary for adequate AhR signaling pathway mediate by B[a]P.



2. Introduccién

Los humanos diariamente estamos expuestos a una gran cantidad de compuestos quimicos
presentes en el aire, agua o en la comida [1]. Estos compuestos pueden ser contaminantes toxicos
y causar efectos adversos a la salud de individuos o a las poblaciones expuestas. Uno de los
principales contaminantes presentes en el ambiente son los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAH, por sus siglas en inglés). Los PAH son compuestos quimicos conformados
estructuralmente por dos o mas anillos aromdticos fusionados [2-4]. Son producto de
combustiones incompletas de combustibles fosiles, madera, carbon y tabaco, entre otros. Son
componentes importantes del material particulado de 2.5 micras y 10 micras de tamafio (PM 2.5
y PM 10, respectivamente) los cuales se han relacionado con alteraciones respiratorias [5-7]. El
benzo[a]pireno (B[a]P) es un PAH, considerado como carcinégeno y esta relacionado con la
etiologia de cancer de pulmon [7]. Este compuesto es metabolizado mediante la via de
sefalizacion del receptor de hidrocarburos de arilo (AhR) donde se generan compuestos
altamente mutagénicos y carcindgénicos [8-10]. Los efectos carcinogénicos de B[a]P pueden ser
explicados, en términos generales, por dos mecanismos: la via genémica y la via no gendmica.
La primera consiste en la induccion de genes blanco del AhR que codifican enzimas que
participan en la bioactivacion del B[a]P a metabolitos carcinogénicos. El segundo mecanismo
tiene que ver con la participacion del AhR en la estimulacidn, promocion y progresion de
tumores, mediante la alteracion de las vias de sefializacion relacionadas con la proliferacion
celular y con el sistema inmune, entre otras, como la via de las proteinas cinasas activadas por
mitogenos (MAPK, por sus siglas en ingles). Es probable que las vias gendmica y no genémica
participen coordinadamente en diversos procesos celulares incluido el metabolismo de B[a]P. Sin
embargo, no es clara la funciéon de las MAPK en estos procesos ni como el AhR es capaz de
interactuar con otras vias de sefalizacion. Las alteraciones celulares inducidas por B[a]P son
complejas y pueden estar mediadas por mas de una via de sefializacion, por lo que es esencial
saber qué vias estan involucradas en el metabolismo de los PAH para una mejor comprension de
las bases moleculares de enfermedades relacionadas con la exposicion a PAH como el cancer de
pulmon.

3. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAH (Figura 1) son compuestos organicos de naturaleza lipofilica, su estructura esta
conformada por dos o mas anillos aromaticos fusionados y su solubilidad en el agua disminuye
conforme aumenta el numero de anillos que los conforman [2-4]. Los PAH son uno de los
contaminantes ambientales con mayor abundancia en el ambiente. Son formados durante
procesos de pirdlisis y combustiones incompletas de materia orgdnica ya sea de origen
antropogénico y/o natural. Estos contaminantes no se presentan en la naturaleza como
compuestos individuales sino que se presentan en mezclas complejas, la composicion y
concentracion de sus componentes dependera del material quemado y de las condiciones bajo las
cuales se llevo a cabo la combustion [11]. Las fuentes naturales incluyen incendios forestales y
erupciones volcanicas. Cabe sefalar que la emision de PAH por fuentes naturales es
completamente marginal. La principal fuente de emisiones proviene de procesos industriales
relacionados con la quema de aceite o carbon, quema de combustibles fosiles y el humo de
tabaco [12-13]. Los PAH han sido detectados en una gran variedad de muestras ambientales,



incluyendo el aire, suelo, sedimentos, agua, aceites, alquitran y alimentos. La concentracion de
los PAH de manera individual en el aire de zonas urbanas puede oscilar entre 1-30 ng/m™. Sin
embargo, la concentracion puede aumentar en tineles carreteros o en ciudades donde se utiliza el
carbon o biomasa como combustible para el calentamiento de las viviendas [14].
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Figura 1. Estructuras quimica de algunos PAH



Por otro lado, las concentraciones de PAH que una persona puede ingerir en alimentos
procesados en fuego, como la carne asada, pueden variar desde nanogramos hasta miligramos al
dia [14].

La exposicion ocupacional a los PAH se da principalmente a través de la inhalacion o el contacto
con la piel. Los mayores niveles de exposicion a PAH se han reportado en la industria de la
produccién de aluminio, donde las concentraciones de PAH pueden alcanzar los 100 pg/cm™
[14-15]. Como contaminantes, los PAH son de gran importancia ya que algunos de estos
compuestos han sido identificados como mutagénicos, teratogénicos y/o cancerigenos para los
humanos.

4. Benzo[a]pireno

El B[a]P (Figura 2) es uno de los PAH mas estudiados y discutidos, particularmente por sus
propiedades mutagénicas y carcinogénicas. Fue el primer carcindgeno identificado en el humo de
tabaco [16]. Actualmente esta catalogado dentro del grupo 1 (carcindgeno para humanos) por la
Agencia Internacional para Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) [16].

El B[a]P es un contaminante persistente en el ambiente. Las principales vias de exposicion son la
absorcion a través de la piel, la ingesta en alimentos y la inhalacion; las dos primeras se estiman
en 76 ng/dia. Por otro lado, la concentracion inhalada dependera en gran medida del estilo de
vida. Por ejemplo, se estima que por cada cigarrillo se inhalan en promedio 20-40 ng de B[a]P
[17]. Después de ingresar al organismo, el B[a]P puede encontrarse en el higado, rifion y el
torrente sanguineo [18-24]. Adicionalmente, se ha reportado que el B[a]P es capaz de atravesar
la barrera transplacentaria y hematoencefélica [25]. La naturaleza lipofilica del B[a]P favorece su
distribucion y almacenamiento en tejidos grasos incluyendo tejido mamario y médula osea.
Estudios de fluorescencia muestran que el B[a]P es capaz de entrar rapidamente al interior de la
cé¢lula mediante difusion y alcanzar un maximo después de 10 min. Una vez dentro de la célula,
el B[a]P puede localizarse en diferentes organelos, por ejemplo, reticulo endoplasmatico, aparato
de golgi, membrana plasmatica y envoltura nuclear. Sin embargo, también se ha encontrado
acumulado en lisosomas, matriz mitocondria y en el nticleo [26].

Figura 2. Estructura quimica del B[a]P
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5. Metabolismo del B[a]P dependiente de AhR

El metabolismo de B[a]P (Figura 3) se lleva a cabo principalmente mediante la via de
sefalizacion del Receptor de hidrocarburos de Arilo (AhR, por sus siglas en inglés) [8-10]. El
AhR es un factor de transcripcion citoplasmatico que se activa por la unidén de un ligando, en este
caso ¢l B[a]P. Una vez activado el AhR, es translocado al nicleo donde se une al Translocador
Nuclear del Receptor de Hidrocarburos de Arilos (ARNT, por sus siglas en inglés). Esta union da
lugar a la formacion de un factor de transcripcion, el cual se une a una secuencia consenso en el
DNA denominada elemento de respuesta a xenobidticos ((ERX) 5-GCGTGA-3). De esta manera
inicia la via de desintoxicacion y/o bioactivacion del B[a]P, la cual consta de dos fases, fase [ y II
del metabolismo de xenobioticos [27].

Unién del
ligando Translocacién
. _—— nuclear

B[a]P -’. Nucleo

- HSPOO0
*Formacion del POC y
dimero AhR/ARNT {%@ =
*Unién al DRE

Proteina
CYP1A1
Rl
() [GCGTGAY" {GCGTGA|M)" ) A CYPiAL
DRE DRE =

Biot f - Aductos de
iotransformacion B[alPDE

mediadapor CYP1A1 L N

Complejo
citoplasmatico

Reticulo
endoplasmatico

Figura 3. Metabolismo del B[a]P. El receptor en su forma inactiva (sin un ligando unido) se localiza en el citoplasma
celular formando un complejo con un dimero de la proteina de choque térmico 90 (Hsp90), una proteina de choque
térmico con un peso de 23 KDa (P23) y una proteina de interaccion con AhR parecida a inmunofilina (AIP),
también conocida como XAP2. Adicionalmente en algunos modelos celulares se ha descrito la presencia de una
cinasa de tirosina (Src). Una vez unido su ligando, el complejo AhR se transloca al nticleo y forma un heterodimero
con la proteina ARNT. Este heterodimero es capaz de unirse a los XRE (GCGTGA) y reclutar coactivadores y asi
favorecer la transcripcion de sus genes blanco como el CYP1Al. Este citocromo metabolizara al B[a]P en
intermediarios que pueden interactuar con el DNA para formar aductos iniciando asi un proceso carcinogénico.
Modificado de Murray et al., 2014 [28].
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6. El receptor de hidrocarburos de arilo

El AhR es un factor de transcripcion citoplasmatico perteneciente a la familia de los factores de
transcripcion con dominio bHLH-PAS (basic helix loop helix-PER ARNT-SIM) [29, 30]. Esta
familia de proteinas desempefa un papel importante en diversos procesos celulares tales como
desarrollo, adaptacion a hipoxia, control del ciclo circadiano y metabolismo de xenobidticos ya
que forman factores de transcripcion que inducen genes involucrados en los procesos antes
mencionados [31]. Estas proteinas se dividen en dos clases: Clase I (o) y clase I (B). La
expresion de las proteinas de la clase I, generalmente esta restringida a un tejido, como el
cerebro, o es regulada por una sefial y forman heterodimeros s6lo con las proteinas de la clase II,
mientras que las proteinas de la clase II, es ubicua o su expresion no esta sometida a regulacion y
puede formar homodimeros con proteinas de su misma clase [32]. Por ejemplo, la expresion del
AhR o el factor inducible por hipoxia alfa (HIF-a), en humano, es inducible. Esta proteina
dimeriza con el translocador nuclear del receptor de arilos (ARNT) el cual, por lo general, es
ubicuo o su expresion no esta sometida a regulacion (Figura 4). EI AhR fue uno de los primeros
factores de transcripcion perteneciente a la familia bHLH en ser descubierto y estudiado. Su
cDNA fue clonado por primera en el afio 1992 [33, 34]. El gen fue caracterizado en 1993 [35] y
desde entonces se han clonado homologos de AhR de diferentes especies. El receptor AhR en
mamiferos presenta tres dominios funcionales. Un dominio altamente conservado bHLH que
consiste de 4 a 6 aminoacidos acidos en el extremo amino terminal. Este dominio tiene la
funcioén de interaccion con el DNA. El segundo dominio son dos repetidos de los dominios PAS
(PAS A y PAS B) cada dominio estd formado aproximadamente por 110 aminoacidos. Analisis
estructurales, bioquimicos y de interaccion de proteinas sugieren que el dominio PAS A esta
relacionado con la dimerizacion mientras que PAS B, funciona como dominio de sefalizacion
[30, 36] El tercer domino (Q), es esencial en la transactivacion. Es un dominio poco conservado
y se localiza en el extremo carboxilo terminal [37] (Figura 5).
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Figura. 4 Estructura y funcion de las proteinas de las clases I y II de la familia bHLH-PAS. Se muestran ejemplos de
los factores de transcripcion heterodiméricos bHLH-PAS. Los dimeros son formados por la interaccion entre los
factores de la clase [ y los factores de la clase II (como lo indica las flechas). La expresion de los factores de la clase
I posiblemente esta restringida a un tejido (como la proteina neuronal con dominio PAS (NPAS)) o se active en
respuesta de un estimulo, como el AhR. Los heterodimeros se unen a secuencias especificas en el DNA y regulan la
expresion de genes blanco. De este modo, son capaces de controlar diversos procesos celulares en el desarrollo,
homeostasis celular o en procesos celulares en respuesta a un estrés fisiologico. Los factores de transcripcion
pertenecientes a la clase II son capaces de formar dimeros con mas de un factor de la clase I aunque algunas
combinaciones pueden ser limitadas in vivo. Por ejemplo, la expresion del factor ARNT?2 esta restringida a neuronas
y es funcional solo cuando dimeriza con el factor SIMI1. Otro ejemplo es el AhR, este factor unido a un ligando
puede dimerizar con ARNT o ARNT?2 in vitro. Sin embargo, s6lo los dimeros AhR/ARNT pueden activar la
transcripcion de sus genes blanco [38]. ARC, proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad; BDNF,
factor neurotréfico derivado de cerebro; CME, elemento central de la linea media; CLOCK, CRY, criptocromos;
CYPIAI, citocromo P4501A1; EGRI, proteina de respuesta de crecimiento temprano 1; EPO, eritropoyetina;
GLUT 1, transportador de glucosa 1; GST, glutation S-transferasa; HRE, elemento de respuesta a hipoxia; PER,
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proteina homologa del ciclo circadiano; ROR, receptor huérfano relacionado al 4cido retinoico; SIM proteina single-
minded; VEGF, factor de crecimiento endotelio vascular; XRE, elemento de respuesta a xenobidticos [39].

bHLH PAS TAD
we (EITEL _ Wam
17 10 267 805

Figura 5. Estructura del AhR de humano. Se muestran los dominios funcionales. A y B, secuencias de repetidos de
nucleétidos presentes en el dominio PAS; bHLH, dominio con estructura basica de hélice-bucle-hélice; dominio de
union de proteina de choque térmico de 90 KDa HSP90; Q, dominio rico en glutamina; TAD, dominio de activacion
transcripcional; LBD, dominio de unién a ligando.los ntimeros representan los aminoacidos de la proteina [39].

6.1. Activacion del AhR

El AhR en estado latente (sin un ligando unido) se localiza predominantemente anclado en el
citoplasma de la célula como parte de un complejo heterodimérico 9S. Este complejo esta
formado por un dimero de la proteina de choque térmico 90 (Hsp90), una proteina de choque
térmico con un peso de 23 KDa (p23) y una proteina de interaccion con AhR parecida a
inmunofilina (AIP), también conocida como XAP2 o Ara9. Adicionalmente, en diversos
modelos, se ha descrito la presencia de otras proteinas citosolicas incluyendo la chaperona
(Cdc37) y una cinasa de tirosina (Src) [40-42] (Figura 3). La activacion del AhR est4 dada por la
union de un ligando. Estos ligandos generalmente son xenobiodticos, de naturaleza hidrofobica y
estructura plana, pueden ser de origen natural, como los PAH o sintético como los hidrocarburos
aromaticos halogenados (HAH, por sus siglas en inglés). Ademas de unirse a xenobioticos, se ha
reportado que el AhR es capaz de unir compuestos endogenos como la bilirrubina [42], lipoxina
A4 [43] y derivados del triptofano [44].

La activacion de AhR se caracteriza por su translocacion al nucleo y la disociacion del complejo
al cual estd unido en el citoplasma. Una vez en el nicleo, el AhR, forma un heterodimero con la
proteina Translocador Nuclear del Receptor de Arilos (ARNT). Este heterodimero AhR/ARNT
interacciona con proteinas acetil transferasas de histonas y factores remodeladores de cromatina,
lo que resulta en la unién del complejo AhR/ARNT a una secuencia de DNA consenso
(GCGTGA) conocida como elemento de respuesta a xenobidticos o elementos de respuesta a
dioxinas (XRE, DRE). Esta secuencia esta localizada aproximadamente a 1 Kb rio arriba de sus
genes blanco [44-45]. Dentro de estos genes blanco se incluyen aquéllos que codifican enzimas
de la fase I del metabolismo de xenobioticos, representada por los citocromos P450 de la familia
1 y genes que codifican enzimas de la fase II, la cual incluye a las GST.

La habilidad de AhR de unir xenobidticos y mediar una respuesta adaptativa que involucra la
inducciéon de enzimas metabolizadoras de xenobidticos puede ser una funcion exclusiva de
vertebrados debido a que en invertebrados el AhR no es capaz de unir xenobiéticos [46]. En
estos ultimos, el AhR participa en procesos de desarrollo, por ejemplo, en D. melanogaster es
esencial para el correcto desarrollo de los segmentos distales de las antenas y alas [47] mientras
que en Caenorhabditis elegans, el AhR participa en la diferenciacién neuronal [48].
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6.2. Fase | del metabolismo de xenobidticos activada por B[a]P

En la primera fase, el B[a]P es oxidado por citocromos P450 de la familia 1, principalmente por
el CYP1AL. En este proceso de oxidacion se generan los metabolitos (+) - y (-) -B[a]P- 7, 8-
6xidos, con una tasa de conversion mucho mas alta del enantiomero (+) -. Posteriormente, la
epoxido hidrolasa (EH) hidroliza estos 6xidos formando (-) - y (+) -b[a]p-7, 8-dioles, que son
oxidados una vez mas por CYP1A1, generando los ultimos metabolitos de la via (+) -b[a]p-7,8-
diol-9, 10-epdxido(I), (-)-b[a]p-7,8-diol-9, 10-epéxido(Il), (+)-b[a]p-7,8-diol-9, 10-epdxido(]) y
(-)-b[a]p-7,8-diol-9, 10-epoxido(Il) (BPDE) [49-50], como se muestra en la Figura 6.

CYPlAl ()l{ (+)-B[a]P-7,8-diol-9,10-epdxido (1)

#(+)-B[a]P-7,8-epdxido

1
/ CYP1A1

(-)-B[a]P-7,8-diol

OH (-)-B[a)P-7,8-diol-9,10-epéxido ( 11)

()‘|| (+)-B[a]P-7,8-diol-9,10-epdxido (1)
CYPlAl

o H
o (-1-B{a]P-7,8-epéxido OH (+)-BlalP-7,8diol O

()“ (-)-B[a]P-7,8-diol-9,10-epéxide (11)

Figura 6. Generacion de metabolitos de B[a]P en la fase I del metabolismo de xenobioticos [51].
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6.3. Fase Il del metabolismo de xenobidticos

La fase II consiste en la conjugacion de los BPDE generados en la fase I con moléculas polares.
(Figura 7). Las enzimas de la fase Il que catalizan la conjugacion tienen diferente especificidad
por sus sustratos, el nivel de expresion depende del tipo de tejido y el estado de desarrollo del
organismo y pueden ser inducibles o inhibidas por xenobioticos [52]. Se han descrito diversas
enzimas que participan en la fase II, por ejemplo, sulfotransferasas (SULT) [53], UDP-
glucuronosiltransferasas (UGT) [54], DT-diaforasas o NAD(P)H:quinona oxidorreductasas
(NQO), NAD(P)H:menadiona reductasas (NMO) [55], epoxido hidrolasas (EH), glutation S-
transferasas (GST) [56] y N-acetiltransferasas (NAT) [57]. Sin embargo, las GST son las
principales enzimas que participan en esta fase [58]. El patrén de distribucion y expresion de las
GST es complejo, de hecho, los diferentes tipos celulares presentes en un mismo tejido tienen
distintos patrones de expresion. Adicionalmente, los patrones de distribucion interindividual
también pueden variar. Por ejemplo, en el humano los patrones de expresion de las GST en el
pulmon pueden variar debido a la presencia de polimorfismos en genes que codifican a las
enzimas [59]. Las GST catalizan la conjugacion de glutation (GSH) con BPDE lo que
generalmente disminuye la hidrofobicidad de los BPDE, y por lo tanto, aumenta su excrecién por
medio de la bilis u orina [60]. Este mecanismo es considerado la via de inactivacion de BPDE
mas importante [61-62]. Las tres isoformas de GST mejor conocidas son GST p, y ym; las
isoformas p y m tienen multiples sustratos que incluyen al BPDE, acroleina y otros carbonilos
insaturados generados por peroxidos lipidicos y dafio oxidante al DNA [63-65]. La isoforma
GST p presenta la mayor actividad enzimatica en la conjugacion de BPDE seguida de las
isoformas 7w y [66-67].
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Figura 7. Fase II del metabolismo de xenobidticos. Conjugacion de los metabolitos BPDE con glutation mediante la
accion de la enzima GST.
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6.4. Regulacion de la via de AhR

Desde su descubrimiento en mamiferos, se pensd que la unica funcion del AhR era la de
participar en la respuesta adaptativa al estrés celular, actuando como un sensor de sefales
enddgenas o inducidas por xenobioticos. Sin embargo, existe evidencia experimental que vincula
a AhR con la alteracion de diversos procesos celulares como proliferacion celular, apoptosis,
diferenciacion, promocion de tumores, y procesos relacionados con la reproduccion y respuesta
inmune [68]. Esto sugiere que ademas de ser un sensor de xenobidticos, el AhR es esencial en la
homeostasis celular. No obstante, los mecanismos por los cuales desempefia este ultimo papel
son poco conocidos. Adicionalmente, la capacidad de respuesta de AhR difiere entre especies y
tipo celular, lo que puede ser un indicativo de la posible interaccion con multiples vias de
sefalizacion y de la complejidad de su papel. Debido a que AhR puede estar involucrado en
diversos procesos celulares, su senalizacion debe ser estrictamente regulada. Para esto, las
c¢lulas han desarrollado diferentes estrategias para evitar una alteracion en los procesos celulares
debido a una sobreestimulacion de la via de sefializacion del AhR.

Al ser una sefial (ligando) el factor regulador de su transcripcion, el mecanismo mas directo de
regular la via es la eliminacion la sefal de estimulacion. Por ejemplo, la activacion de AhR
conlleva a una sobreexpresion de enzimas de las fases I y II del metabolismo de xenobidticos los
cuales las cuales oxidan y forman derivados de los ligandos, facilitando su remocion por medio
de transportadores de membrana dependientes de ATP [69]. Otro mecanismo por el cual la célula
es capaz de disminuir la sefializacion de AhR es por medio de su degradacion via proteosoma 26
S [70]. La actividad de AhR también puede ser modulada por medio de la secuencia de
exportacion nuclear presente en AhR. Esta secuencia, al ser fosforilada, permite que el AhR, en
su forma activa, pueda ser exportado del nucleo hacia el citoplasma y de esa manera evitar la
inducciéon de la transcripcion génica [71]. Por otro lado, la activacion de AhR induce la
transcripcion del represor de AhR (AhRR). Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual AhRR
reprime la via de AhR no es conocido, aunque se ha sugerido que el AhRR es capaz de competir
directamente con AhR in vitro, formando un dimero con ARNT y de esta manera evitar la
transcripcion de sus genes blanco [72].

7. Toxicidad del B[a]P dependiente de AhR

El B[a]P es un compuesto inerte, sus efectos carcinogénicos pueden ser explicados, en términos
generales, por dos mecanismos que estan directamente relacionados con la activacion del AhR.
En el primer mecanismo se describe como una via genémica y el segundo como una via no
gendmica. La primera consiste en la induccion de genes blanco del AhR que codifican enzimas
que participan en la biotransformacion del B[a]P a metabolitos carcinogénicos como el BPDE,
capaz de formar aductos en el DNA e inducir mutaciones en genes supresores de tumores como
el gen TPS53 [73]. El segundo mecanismo tiene que ver con la estimulacidn, promocion y
progresion de tumores, mediante la alteracion de las vias de sefializacion relacionadas con la
proliferacion celular y el sistema inmune, como lo es, la via de las proteinas cinasas activadas
por mitdégenos (MAPK). Sin embargo, este mecanismo no ha sido del todo estudiado y no es
claro como se da la interaccion entre la via de sefalizacion del AhR y la via de las MAPK.
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La capacidad mutagénica del B[a]P reside en su biotransformacion a través de la via de
senalizacion del AhR en donde se induce la produccion de la enzima CYPIA, la cual cataliza la
conversion del B[a]P a BPDE (Figura 3). Los BPDE son considerados metabolitos carcindgenos
debido a su capacidad de formar aductos al unirse covalentemente al DNA, especificamente en la
posicion N2 de la guanina (aductos B[a]P-N2-dG) [74] (Figura 8). Si estos aductos no son
reparados adecuadamente se pueden generar mutaciones en la zona de la lesion y de esta manera
conducir a una transformacion celular. Un ejemplo clasico de ello son los aductos B[a]P-N2-dG
que se han encontrado en sitios especificos dentro de la secuencia del gen supresor de tumores
TP53 [75].

Las actividades carcinogénica y mutagénica de los BPDE se atribuyen a la presencia del grupo
epoxido en la posicion C-9,10, también llamada region bahia [76-81].

Regién bahia
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9 - f
Epoéxido hidrolasa
8 HO'

7 OH HO"
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Figura 8. Estructura quimica del B[a]P y su biotransformacion. Formacion del metabolito BPDE por las enzimas
CYP450 y epoxido hidrolasas, asi como su union a la adenina del DNA formando un aducto. Se muestra la apertura

en cis del diol epoxido (DE) del B[a]P y su union en la posicion _ [82].

8. Interaccion AhR/MAPK

Como se mencion6 anteriormente, la activacion de AhR por la unidon de un ligando puede alterar
procesos celulares como la proliferacion, adhesion, diferenciacion y/o muerte celular, y de esta
manera, favorecer el proceso de iniciacion y progresion de tumores. Evidencia experimental
sugiere que la cascada de sefializacion de las MAPK es la mediadora de estas alteraciones [39].
Los modelos que se han propuesto sugieren que la union de un ligando al AhR favorece que el
complejo proteinico al cual se encuentra unido en el citoplasma se disocie, liberando asi a la
proteina tirosina de cinasas Src (Figura 9). Una vez libre, la cinasa Src, es capaz de fosforilar
receptores en la membrana celular, independientemente de un ligando, como el factor de
crecimiento epidermal (EGFR), el cual a su vez, activa la cascada de senalizacion de las MAPK
y de esta manera inducir alteraciones en procesos celulares (Figura 10).

Ademads de la participacion en la promocion de tumores, las MAPK inducidas mediante la
activacion de AhR, pueden ser capaces de regular el metabolismo de ciertos PAH. Sin embargo,
esta funcion no ha sido estudiada en su totalidad y los mecanismos por los cuales se lleva a cabo
no se conocen.
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Figura 9. El AhR y su intercomunicacion con el EGFR. La interaccion entre el AhR y su ligando permite su
translocacion al nucleo y la liberacion de las proteinas a las cuales se encontraba asociado. Ya en el niicleo, el AhR
dimeriza con la proteina ARNT e induce la transcripcion de genes blanco. Por su parte, la proteina Src fosforila al
EGFR, iniciando asi la cascada de sefializacion mediada por MAPK. La actividad de AhR es regulada por: (1) la
biotransformacion del ligando por medio de enzimas metabolizadoras de xenobidticos, (2) la degradacion del AhR
dependiente del proteosoma 26S, (3) la exportacion de AhR del nucleo, y (4) la induccion de la proteina represora
AhRR. Elementos que se muestran en la figura: AhRR, represor del receptor de hidrocarburos de arilo; AIP,
proteina integradora del receptor de hidrocarburos de arilo; Arnt, translocador nuclear del receptor de hidrocarburos
de arilo; Cdc37, Proteina del ciclo de division celular 37; CyplAl, citocromo P4501A1; Hsp90, proteina de choque
térmico de 90 KDa; MAPK, proteinas cinasas activadas por mitogenos; NES, sefial de exportacion nuclear; p23,
proteina chaperona de Hsp90 de 23 KDa; S68, serina 68; Src, proteina cinasa de tirosinas Src; XRE, elemento de
respuesta a xenobioticos [83].
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Figura 10. Modelos propuestos por los cuales algunos ligandos del AhR pueden inducir la proliferacion celular. a) la
activacion AhR induce la fosforlacion de la cinasa Src la cual favorece la induccion de un ligando del EGFR. b) la
cinasa Src induce la fosforilacion del EGFR independientemente de un ligando [84-85].
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9. Cascada de sefializacion de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos

Estas cascadas transmiten sefiales extracelulares hacia sus blancos en el interior de la célula,
permitiendo asi que se lleven a cabo diversos procesos como proliferacion, diferenciacion,
desarrollo, respuesta a estrés y apoptosis. Cada una de estas cascadas de sefalizacion consiste de
tres a seis niveles de proteinas cinasas que secuencialmente se activan entre si mediante la
fosforilacion de residuos especificos dentro de secuencia de aminoacidos. Son tres las cascadas
MAP cinasas que mejor se conocen: (1) cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK) [86];
(2) cinasa c-jun N-terminal (JNK), también conocida como cinasa activada por estrés 1 (SAPK
1) [87,88] y (3) p38, también conocida como SAPK 2-4 [89]. Generalmente, ERK participa en
procesos como diferenciacion y/o proliferacion, mientras que JNK y p38 participan en procesos
de estrés celular y apoptosis (Figura 11). Algunas de las funciones de cada una de estas cascadas
son célula especificas, ademas de presentarse en condiciones celulares especificas.

Factores de Crecimiento
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(MAPK) ERK1/2
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Figura 11. Representacion de las tres vias de la cascada de sefializacion de MAP cinasas mejor conocidas. Se

muestran sus inductores y su participacion en procesos celular.
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10. Planteamiento del problema

El metabolismo del B[a]P es particularmente importante debido a que sus efectos carcindgenos
residen en su bioactivacion para la formacion de metabolitos que son capaces de interactuar con
elementos celulares. La mayoria de los trabajos de investigacion sobre la toxicidad de los PAH
se basan en la via gendmica, es decir, la biotransformacién y produccion de metabolitos toxicos
capaces de dafar a los componentes celulares. Esto mediante la induccion de genes blanco del
AhR que codifican enzimas metabolizadoras de PAH. Sin embargo, existe evidencia de la
participacion de otras vias de sefializacion en los procesos fisiolégicos mediados por AhR, en
particular de aquéllas mediadas por MAPK. No obstante, la participacion de las MAPK en el
proceso de bioactivacion del B[a]P y la generacion de toxicidad relacionada a su exposicion en
tejido pulmonar no se conoce en su totalidad. Es importante mencionar que el pulmoén es el
organo blanco del B[a]P debido a que sus metabolitos se concentran exclusivamente en tejido
bronco epitelial en humano[90, 91] y que la mayoria de los estudios sobre la toxicidad del B[a]P
se han realizado en tejidos hepaticos o en modelos celulares derivados de cancer. Por tal motivo,
en este trabajo se estudid la participacion de las cinasas ERK 1/2 en la bioactivacion de B[a]P
asi como en la generacion de dafio genotdxico causado por su metabolito DPDE en la linea
celular derivada de tejido bronquio epitelial de humano no transformada BEAS-2B.

11. Objetivo general:

Determinar la participacion de las MAP cinasas ERK 1/2 en el metabolismo de B[a]P mediado
por AhR .

12. Objetivos particulares:
Determinar la citotoxicidad de B[a]P en la linea celular BEAS-2B

Determinar la activacion transcripcional del citocromo CYP1Al mediada por AhR en células
expuestas a B[a]P.

Determinar si la exposicion de células BEAS-2B a B[a]P activa a las MAP cinasas ERK 1/2

Determinar si la transcripcion del gen CYP1Al, asi como su proteina son modulados por la
actividad de ERK 1/2.

Determinar la participacion de la cinasa Src en la via del AhR

Cuantificar marcadores de dafo al DNA inducido por B[a]P

13. Hipdtesis

En células BEAS-2B expuestas a B[a]P se activaran las MAP cinasas ERK 1/2, éstas a su vez
modularan la expresion del gen blanco de la via AhR, CYP1Al, asi como la produccion de su
proteina y la generacion de aductos en DNA.
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14. Materiales y métodos
14.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

La linea celular derivada de tejido broncoepitelial de humano BEAS-2B, la linea celular derivada
de hepatocarninoma humano HepG2 y la linea celular derivada de neuroblastoma de humano
SK-N-MC fueron adquiridas en ATCC (American Type Culture Collection). Las células BEAS-
2B y HepG2 fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Sigma-Aldrich Co. N.Y. USA). Las células SK-N-MC fueron cultivadas en medio MEM
(Minimmun Essential Medium) (Sigma-Aldrich Co. N.Y. USA). Las células fueron cultivadas en
frascos de 75 cm” en medio de cultivo suplementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino), 100
IU/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina. Se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera
de 95% de humedad y 5% de CO,. Las células se resembraron al alcanzar el 90% de confluencia,
eliminando el medio de cultivo, enjuagando con PBS (phosphate-buffered saline) 1 X y
separando las células con tripsina al 0.025%.

14.2. Reactivos

B[a]P; el inhibidor de ERK 1/2, U0126; el inhibidor de AhR, CH223191; el inhibidor de Src,
dasatinib; el inhibidor de CYP1Al, a-naftoflavona y el disolvente dimetil sulféxido (DMSO)
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (N.Y. USA). Las soluciones stock fueron diluidas en
DMSO y almacenadas a 4 °C en oscuridad.

14.3. Viabilidad celular y ensayos de inhibicion

Para evaluar el efecto citotoxico del B[a]P en la linea célular BEAS-2B, las células fueron
sembradas por duplicado en placas de 96 pozos a una densidad de 35,000 cel./cm’ en un
volumen de 200 uL de medio de cultivo por pozo. Después de 24 h las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de B[a]P en un rango de 1-50 uM durante 12, 24 y 36 h.
Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo con B[a]P fue desechado y las células fueron
lavadas con PBS. La viabilidad celular se evalu6 incubando las células con 0.05 mg/mL de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-1lo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en medio fresco. Los precipitados de
formazan fueron solubilizados adicionando 100 pL de isopropanol. La absorbancia se midio a
570 nm en un lector de placas (Biotek ELx800) la viabilidad celular relativa (%) respecto al
control fue calculada por [DO] muestra problema/[DO]control X 100 %. Para los ensayos de
inhibicion, las células fueron cultivadas en placas de 20 mm hasta alcanzar el 70 % de
confluencia. Una vez alcanzada esta confluencia, el medio de cultivo fue reemplazado por medio
de cultivo fresco sin SFB. Después de 24 h las células fueron expuestas a 20 uM de U0126, 100
nM de dasatinib, 25 pM de a-naftoflavona, 10 pM de CH223191 y/6 1 uM de B[a]P durante
distintos tiempos dependiendo del ensayo como se indica en las leyendas de las figuras
correspondientes. El disolvente DMSO fue usado como control. Posteriormente, se obtuvieron
las proteinas totales y éstas fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.

23



14.4. Evaluacion de la expresion de CYP1A1 mediante RT-PCR semicuantitativo

Las células BEAS-2B y SK-N-MC fueron cultivadas en placas de 20 mm con medio
suplementado hasta que alcanzaron el 70 % de confluencia. Posteriormente, el medio de cultivo
fue reemplazado por medio sin SFB e incubadas durante 24 horas. Al término de este tiempo, las
células fueron expuestas a 1, 5, 10, 20, 30, 40 6 50 uM de B[a]P durante 24 h usando DMSO
como control. E1 RNA total fue aislado con el kit RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Alemania)
siguiendo las instrucciones del proveedor. La sintesis y la amplificacion del cDNA se realizaron
usando 100 ng de RNA total con el kit OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las secuencias de los oligonucleotidos usados para la amplificacion
mediante PCR fueron: AhR Fw-TCAACAGCAACAGTCCTTGG Rev-
TCCAATTTTCAAACATGCCA, CYP1A1  Fw-CATCCCCCACAGCACAACA  Rev-
CAGGGGTGAGAAACCGTTCA, GAPDH Fw-GAACGGGAAGCTCACTGGCATGG Rev-
GCCCTCCGACGCCTGGTTCAC. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Aldrich
Co. (N.Y. USA). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Maxygen II, Axigen
(Cornig, USA). El cDNA fue amplificado bajo las siguientes condiciones: desnaturalizado a 95
°C durante 1 min, 25-30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, alineacion a 58 °C
(CYP1A1), 58 °C (GAPDH) durante 30 s y extension a 72 °C durante 60 s. Los productos de
PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.5 %. Las iméagenes de los productos de PCR
fueron tomadas con un fotodocumentador Kodak Gel Logic 200 (USA) y analizadas con el
software ImageJ.

14.5. Andlisis de Western blot

Las células BEAS-2B y SK-N-MC fueron cultivadas en placas de 20 mm con medio
suplementado hasta que alcanzaron el 70 % de confluencia. Posteriormente, el medio de cultivo
fue reemplazado por medio sin SFB e incubadas durante 24 h. Al término de este tiempo, las
células fueron expuestas a diferentes tratamientos de acuerdo con el ensayo, como se indica en
las leyendas de las figuras. Las células se lavaron con PBS frio y las proteinas totales fueron
aisladas usando el buffer de extraccion (150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, pH 7.4, 1% Triton X-100, 1 mM ortovanadato de sodio, 1 mM PMSF, 10 mM
pirofosfato de sodio, 10 mM NaF) e inhibidores de proteasas 1X (Sigma-Aldrich Co. N.Y.
USA). Para la separacion de las proteinas citoplasmaticas y nucleares se uso el kit NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. 40 ng de proteinas totales fueron separadas en geles de SDS-
poliacrilamida al 12 % y transferidas a membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD, Alemania). Las
proteinas de interés fueron identificadas usando el sustrato Immobilon Western
Chemiluminescent HRP (Millipore Cat. No. WBKLS0500, MA, USA). Los anticuerpos
utilizados fueron: rabbit anti-AhR, rabbit anti-ERK 1/2, rabbit anti-phospho-ERK 1/2
(Thr202/Thr204), rabbit anti-Src, rabbit anti-phospho-Src (Tyr 416), HRP-conjugated goat anti-
rabbit IgG y HRP-conjugated goat anti-biotin (Cell Signaling Technology Inc. Beverly, MA.
USA). Rabbit anti-CYP1AIl, rabbit anti-GAPDH (Gene Tex, Inc. CA, USA). La proteina
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue usada como control de carga.
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14.6. Determinacién de aductos en DNA

Las células BEAS-2B fueron cultivadas en placas de 20 mm hasta alcanzar el 70 % de
confluencia. Posteriormente, el medio de cultivo fue reemplazado por medio sin SFB e
incubadas durante 24 horas. Las células fueron expuestas a 1 uM B[a]P, solo o en cotratamiento
con 20 uM de U0126, 10 uM de CH223191 6 25 uM de a-naftoflavona durante 24 h. Las células
fueron colectadas y lavadas con PBS frio y almacenadas a -80 °C hasta su uso. La extraccion y
purificaciéon de DNA se realiz6 usando fenol-cloroformo después de un tratamiento con RNAsas
y proteinasa K. El DNA fue disuelto en agua estéril. La concentracion de DNA fue determinada
usando un espectrofotometro a 260 nm. La calidad y pureza del DNA fue determinada mediante
la ecuacion A260/280 y A230/260 y por separacion en geles de agarosa al 1.5 %
respectivamente. Los niveles de aductos B[a]P-N2-dG se determinaron usando 4 pg de DNA
enriquecido con NP1 por ensayo. Los productos marcados sometidos a una cromatografia
multidireccional de capa fina en placas de PEI-celulosa (Macherey-Nagel, Germany) usando los
siguientes disolventes: fosfato de sodio 1 M, pH 6.0; fosfato de litio 3.5 M, pH 3.5; urea 8.5 M y
Tris-HC1 0.5 M, pH 8.0; cloruro de litio 0.8 M, urea 8.5 M. después de realizar las
autoradiografias las marcas radioactivas correspondientes a DNA B[a]P-N2-dG fueron cortadas
y cuantificadas.

14.7. Andlisis estadisticos

Todos los experimentos fueron realizados independientemente por lo menos tres veces. Los
datos son expresados como el promedio + la desviacion estandar. Los datos fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y prueba post-hoc LSD de Fisher usando
el programa GenStat 11. En todos los casos se consideré una diferencia estadisticamente
significativa cuando P <0.05.
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15. Resultados
15.1. AhR es expresado en células BEAS-2B

Se sabe que la expresion del AhR puede ser tejido y célula especifico [83]. Por lo tanto, para
evaluar la presencia de este receptor en células BEAS-2B sin tratamiento, se realizd un analisis
de RT-PCR semicuantitativo y un andlisis de Western blot. Para ello se usaron células HepG2
como control positivo de expresion de AhR [92] y células SK-N-MC como control negativo
[93]. Como se muestra en la Figura 12a el gen de AhR se expresa en las células HepG2 y BEAS-
2B. De la misma manera, en ambas lineas celulares, se encontré expresion de AhR a nivel de
proteina (Figura 1b). En contraste, en células SK-N-MC no se encontr6 expresion de AhR a nivel
de RNA mensajero ni a nivel de proteina (Figura 12a y 12b). Este analisis demuestra que las
c¢lulas BEAS-2B expresan el receptor AhR a niveles basales y que esta expresidon es menor
comparada con las células derivadas de hepatocarcinoma, HepG2.

Algunos estudios muestran que los PAH pueden ser toxicos para algunos tipos celulares [94].
Por tal motivo, se evalu6 la toxicidad de B[a]P en las células BEAS-2B a diferentes tiempos y
concentraciones. Los resultados muestran que el B[a]P a concentraciones en un rango de 1-50
uM a 12, 24 0 36 h de exposicion, no modifica la viabilidad celular (Figura 12c).
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Figura 12. Expresion del receptor de AhR y el efecto de B[a]P sobre la viabilidad de células BEAS-2B. La expresion
de AhR fue analizada mediante RT-PCR semicuantitativo (a) y por un analisis de Western blot (b). Las lineas
celulares HepG2 y SK-N-MC fueron usadas como controles de expresion positivo y negativo, respectivamente. La
expresion de GAPDH fue utilizada como control interno (c). Células BEAS-2B fueron incubadas con B[a]P en un
rango de concentraciones de 1-50 pM o con el disolvente DMSO como control (C) durante 12, 24 y 36 h. La
viabilidad celular se midié mediante el ensayo MTT.
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15.2. B[a]P activa la expresién de CYP1A1l

Esta documentado que la union de un ligando a AhR puede inducir la activacion transcripcional
de genes blanco, sin embargo, la activacion de estos genes dependera de la naturaleza quimica
del ligando, asi como del tipo y de un contexto celular determinado [83]. Datos experimentales
en distintos modelos, coinciden que el gen CYP1Al es cominmente inducido después de la
activacion del AhR por un ligando. Por lo tanto, se determind el efecto de B[a]P sobre la
activacion transcripcional de este citocromo en las células BEAS-2B y SK-N-MC. Como se
muestra en la Figura 13a el B[a]P induce un aumento en la expresion del CYP1Al en células
BEAS-2B en todas las concentraciones evaluadas. Por el contrario, s6lo se detectd una expresion
marginal en células SK-N-MC (Figura 13c). Los andlisis de Western blot muestran que la
enzima CYP1A1 estd ausente en los extractos de c€lulas sin tratamiento y que la incubacion con
B[a]P induce un aumento en la cantidad de la enzima CYP1Al en células BEAS-2B (Figura
13b). Por otro lado, y como era de esperarse, no se encontré un aumento de la proteina CYP1A1
en células SK-N-MC tratadas con B[a]P (Figura 13d)
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Figura 13. Regulacion de la expresion de CYP1A1 por B[a]P. Células BEAS-2B (a) y SK-N-MC(c) fueron tratadas
con 1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 uM de BJ[a]P o con el disolvente DMSO como control negativo (C) durante 24h. La
expresion de CYP1A1 se analizé mediante RT-PCR semicuantitativo. La expresion del GAPDH se utiliz6 como
control de expresion. 40 pg de proteinas totales de células BEAS-2B (b) y SK-N-MC (d) tratadas con 1, 5, 10, 20,
30, 40 y 50 uM de B[a]P o con el vehiculo DMSO (C) fueron analizados mediante Western blot. La proteina
GAPDH fue incluido como control de carga. Se muestra un analisis densitométrico. Los datos representan el
promedio mas desviacion estandar de tres experimentos independientes. Los asteriscos (*) representan las
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control P < 0.05.

15.3. Laexposicion a B[a]P induce la activacion de las cinasas ERK 1/2

Existen reportes que sefialan que algunos ligandos de AhR pueden inducir la cascada de
sefializacion de las MAPK [95-100]. Por lo tanto, para determinar si B[a]P es capaz de activar
esta cascada de senalizacion en la linea celular BEAS-2B, se expusieron células a diferentes
concentraciones de B[a]P y se determind el estado de fosforilacion de la cinasa ERK 1/2
mediante inmunoblots. Como se muestra en la Figura 14, en células sin tratamiento no se
encontr6 fosforilacion de la cinasa. Por el contrario, en células tratadas con B[a]P la fosforilacion
de la cinasa ERK 1/2 aument6 de manera dependiente de la concentracion de B[a]P después de 5
min. de exposicion, manteniéndose esta fosforilacion activa hasta los 30 min. Este resultado
indica que B[a]P no sélo induce la expresion de sus genes blanco, como es el caso del CYP1AL,
sino que también es capaz de activar una via no gendmica representada por la fosforilacion de las
cinasas ERK 1/2.
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Figura 14. Induccién de la fosforilacion de las cinasaa ERK 1/2 por B[a]P. 40 pg de proteinas totales de células
tratadas con 1, 10 y 20 pM de B[a]P o con el vehiculo DMSO como control (C) durante 5 ¢ 30 min. fueron
analizadas por Western blot. La proteina GAPDH fue usada como control de carga. Se muestra un analisis
densitométrico. Los datos representan el promedio mas desviacion estandar de tres experimentos independientes. El
asterisco (*) denota las diferencias estadisticamente significativas respecto al control P < 0.05.
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15.4. ERK 1/2 regula la expresién de CYP1A1 inducida por B[a]P

Como el resultado previo muestra que B[a]P induce la activacion de la via de sefializacion de las
cinasas ERK 1/2, se analiz6 si esta cascada de sefializacion esta involucrada en la regulacion del
CYPI1AL. Para este fin, se us6 un inhibidor especifico de la fosforilacion de MEK 1/2, U0126.
Las cinasas MEK 1/2 son cinasas efectoras rio arriba que fosforilan directamente a las cinasas
ERK 1/2. Primero se investigd si U0126 era capaz de inhibir la fosforilacion de las cinasa ERK
1/2 inducida por B[a]P. Como se muestra en la Figura 15a, la fosforilacion de las cinasas ERK
1/2 inducida por B[a]P se redujo drasticamente en cotratamientos con U0126. Posteriormente, se
determino si la inhibicion de las cinasas ERK 1/2 afecta la expresion de CYP1Al inducida por
B[a]P. Como se indica en la Figura 15b la exposicion de células durante 24 h a B[a]P incrementa
la expresion de CYPIAI, mientras que, en células en cotratamiento con B[a]P y el inhibidor
U0126 muestran una disminucion significativa de la proteina CYP1Al de manera dependiente
del tiempo. En conjunto, estos resultados sugieren que las cinasas ERK 1/2 participan en la
regulacion de la expresion de la enzima CYP1 A1 mediada por la exposicion a B[a]P.
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Figura 15. La inhibicion de ERK 1/2 disminuye la expresion de CYP1AT1 inducida por B[a]P. a) Las células fueron
pretratadas con 20uM del inhibidor U0126 durante 30 6 60 min y/o 1 uM de B[a]P. 40 pug de proteinas totales
fueron analizadas mediante Western blot. La proteina GAPDH se usé como control de carga. b) Las células fueron
pretratadas con 20 pM del inhibidor U0126 durante 1 h y posteriormente expuestas a B[a]P durante 6, 12 y 24 h las
proteinas totales fueron sometidas a un analisis de Western blot. La proteina GAPDH se us6 como control de carga.
Se muestra un andlisis densitométrico. Los datos representan el promedio mdas la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Un asterisco (*) representa las diferencias estadisticamente significativas con respecto
al control. Dos asteriscos (**) representan diferencias estadisticamente significativa con respecto al B[a]P P < 0.05.
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15.5. La cinasa Src modula la activacion de ERK 1/2 y la induccién de la enzima
CYP1A1 mediadas por B[a]P

Como mencionamos anteriormente, la induccion de CYPIAl mediada por B[a]P esta
parcialmente regulada por las cinasas ERK1/2. Por otro lado, se ha evidenciado que la actividad
de las cinasas ERK 1/2 puede estar mediada por la cinasas de tirosinas Src [92,101]. Esta cinasa
Src, es liberada del complejo citoplasmatico del AhR posterior a la unién de un ligando.
Tomando en cuenta esta evidencia, se evalu6 la participacion de la cinasa Src en la fosforlacion
de ERK 1/2 mediada por B[a]P. Primero se determindé si B[a]P es capaz de inducir la
fosforilacion del residuo Tyr 416 de cinasa Src, el cual ha sido relacionado con un aumento en la
actividad de esta enzima. Como se muestra en la Figura 16, las células expuestas a B[a]P
presentan un aumento en la cantidad de Src fosforilada en el residuo Tyr 416. Este aumento en la
fosforilacion se correlaciona con un aumento en la cantidad de las cinasas ERK 1/2 fosforiladas.
Posteriormente, se analizé si la fosforilacion de ERK 1/2 depende de Src. Para esto, se trataron
células con dasatinib, un inhibidor especifico de la cinasa Src, previo a la administracion de
B[a]P. Como se describe en la Figura 16, el dasatinib inhibe la fosforilacion de la cinasa Src en
el residuo Tyr 416, asi como una disminucion en la fosforilacion de las cinasas ERK 1/2. De la
misma manera, se observa una disminucion en la cantidad de la proteina CYP1A1. Este resultado
sugiere que la cinasa Src puede actuar como una proteina intermediaria en la activacion de una
via no canodnica, representada por las cinasas Src y ERK 1/2, en el metabolismo de B[a]P
dependiente de AhR.
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Figura 16. La inhibicion de la fosforilacién del residuo Tyr de la cinasa Src representa una disminucién en la
fosforilacion de las cinasas ERK 1/2 y en expresion de la enzima CYP1A1. Las células fueron tratadas con 1 uM de
B[a]P durante 6h. 100 nM del inhibidor dasatinib durante 6 h o cotratadas con 1 pM de B[a]P y 100 nM del
inhibidor dasatinib durante 6 h (b+d). El vehiculo DMSO se usdé como control. Se muestra un analisis
densitométrico. Los datos representan el promedio mas la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
Un asterisco (*) representa las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los dos asteriscos
(**) representan las diferencias estadisticamente significativas con respecto al B[a]P P < 0.05.
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La inhibicion de la fosforilacién de las cinasas ERK 1/2 previene la formacién de aductos
B[a]P-N2-dG

Se sabe que durante un proceso de carcinogénesis mediada por B[a]P, la enzima CYP1Al
metaboliza el B[a]P a BPDE, y que este ultimo es capaz de formar aductos B[a]P-N2-dG en el
DNA, induciendo de esta manera genotoxicidad en células del epitelio bronquial [90-91, 102].
Los resultados previos muestran que la induccion de CYP1A1 puede ser regulada por las cinasas
Src y ERK 1/2, y dado que la produccién de los BPDE depende de la enzima CYPIAI, se
determino si la inhibicion de las cinasas ERK 1/2 impacta de manera negativa en la formacion
de aductos B[a]P-N2-dG. Para este fin, se cuantificaron los aductos B[a]P-N2-dG en células
tratadas con B[a]P y/o el inhibidor de las cinasas ERK1/2, U0126. Adicionalmente, se cuantificd
el nimero de aductos de B[a]P en células pretratadas con el ihhibidor del receptor AhR,
CH223191 o con el inhibidor de CYP1A1, a-naftoflavona, como controles. Como se muestra en
la Figura 17, los tratamientos con B[a]P inducen un aumento en la formacion de aductos B[a]P-
N2-dG. Por el contrario, la inhibicion del AhR y del la enzima CYP1A1 inhiben completamente
la formacion de estos aductos, mientras que, en las células pretratadas con el inhibidos de ERK
1/2 se observa una disminucion en el nimero de aductos B[a]P-N2-dG. Estos resultado sugieren
la participacion de la cascada de sefalizacion de las cinasas ERK 1/2 en la produccion de
genotoxicidad por exposicion a B[a]P.
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Figura 17. La inhibicién de las cinasas ERK 1/2 previene la formacion de aductos de B[a]P. las células fueron
pretratadas con 10 pM del inhibidor U0126 (iERK), 10 uM el inhibidor de AhR, CH223191 (iAhR), 25 pM del
inhibidor de CYP1Al, a-naftoflavona (iCYP) durante 1 h. Posteriormente se les administré6 1 pM de B[a]P.
Después de 24 h, 4 pg de DNA de cada uno de los grupos experimentales fue sometido a un anélisis de aductos
mediante la técnica de posmarcaje con **P. Los datos representan el promedio maés la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Se muestra la autoradiografia de los de los aductos. Las flechas indican la marca
radioactiva correspondiente a los aductos y OR indica el origen de la cromatografia. El asterisco (*) representa las
diferencias estadisticamente significativas con respecto al B[a]P P < 0.05.
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15.6. La transloacion nuclear de AhR es modulada por las cinasas Src y ERK 1/2

Un paso fundamental en la via de sefializacion del AhR es su translocacion al nticleo. Una vez en
el nucleo el AhR se une con la proteina ARNT, juntos funcionan como factor de transcripcion el
cual es capaz de unirse a los promotores de genes blanco como el CYPIA1 e inducir su
transcripcion. Algunos estudios sugieren que procesos de fosforilacion en diversos puntos a lo
largo de la cascada de sefalizacion de la via de AhR son necesarios para que se lleve a cabo una
correcta sefalizacion [103-106]. Sin embargo, no es claro qué cinasa es la responsable de esta
fosforilacion, cudles son los elementos que se fosforilan, ni el efecto especifico sobre la via de
AhR de dicha fosforilacion. En este trabajo se encontrdé que las cinasas Src y ERK 1/2 son
importantes para que se lleve a cabo la induccion de CYP1Al y la generacion de dafio
genotoxico asociada a la exposicion de B[a]P. Basados en la informacion antes mencionada nos
preguntamos si la actividad de las cinasas Src y ERK 1/2 es necesaria para la translocacion
nuclear del AhR. Para este fin se incubaron células con el inhibidor de ERK, U0126; el inhibidor
de Src, dasatinib; el inhibidor de AhR, CH223191; y el inhibidor de CYP1Alalfa-naftoflavona.
Como se muestra en la Figura 18, el B[a]P induce la translocacion nuclear del AhR. Por el
contrario, los inhibidores del AhR y de Src impiden completamente esta translocacion (Figura
18a y 18c), mientras que el inhibidor de ERK 1/2 s6élo induce una disminucion marginal de la
translocacion (Figura 18d). Finalmente, y como se esperaba, el inhibidor de CYP1AT1 no altero la
translocacion nuclear del AhR (Figura 18b). Este resultado sugiere que la translocacion nuclear
del AhR inducida por B[a]P puede estar regulada por la actividad de la cinasa Src.
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Figura 18. La inhibicion de las cinasas SRC y ERK 1/2 inhiben la translocacion nuclear de AhR. Células fueron
tratadas con 10 uM del inhibidor de AhR, CH223191(a); 25 uM del inhibidor de CYP1Al, alfa naftoflavona (b);
100 nM del inhibidor de de la cinasa Src, dasatinib (c); 20 uM del inhibidor de las cinasas ERK 1/2, U0126 (d) y/o 1
uM de B[a]Pduring 24 h. el vehiculo DMSO se utiliz6 como control. 40 pg de extracto de proteinas totales fueron
analizados mediante Western blot. GAPDH y Lamina B1 fueron usados como controles de carga. Se muestran las
imagenes representativas de tres experimentos independientes.

16. Discusion

La exposicion a B[a]P es un factor de riesgo para cancer de pulmoén debido a que los metabolitos
que se generan durante su biotransformacion pueden causar dafio al DNA [8, 90-91]. Este dafio
esta representado por la formacion de aductos, principalmente en tejido bronquio epitelial [90-
91]. Por lo tanto, la formacion de aductos en DNA es considerado como un evento critico en la
tumorigénesis en pulmon. Adicionalmnete, se ha demostrado que la activacion del AhR, en
algunos modelos, conlleva una alteracion en la cascada de sefializacion de las MAPK. Esta
alteracion puede explicar la participacion del AhR en procesos celulares distintos a la
desintoxicacion de xenobidticos, como la modulacion del ciclo celular, proliferacion y/o
apoptosis. [95-97, 103-104]. Sin embargo, no se ha estudiado la participacion de estas cinasas en
el proceso de bioactivacion y generacion de dafio causado por del B[a]P en tejido bronquio
epitelial humano. Por lo tanto, el presente trabajo se enfocd en determinar si las cinasas ERK 1/2
estan involucradas en el proceso de bioactivacion del B[a]P asi como en la formacion de aductos
en DNA en la linea celular no transformada derivada de epitelio de bronquial de humano, BEAS-
2B.

La primera observacion es que el B[a]P no es citotoxico para las células BEAS-2B en
concentraciones relativamente bajas. Se encontré6 una disminucion modesta, pero no
significativa, en la viabilidad después de 36 h de exposicion. Este resultado sugiere que los
efectos toxicos del B[a]P podrian presentarse en tiempos de exposicion mas largos, como se ha
demostrado en trabajos recientes, en los que fibroblastos VH10 expuestos a BPDE durante 72 h
incrementaron la frecuencia de apoptosis pero la competencia metabolica se vio disminuida
después de 14 dias de exposicion [107].

Un efecto ampliamente documentado de la exposicion a B[a]P es la induccion transcripcional de
los genes de la familia CYP1 [101, 108-112]. En concordancia con esto, se encontré un aumento
en la transcripcion del gen CYP1AL asi como en la induccioén de la proteina CYP1A1 en células
BEAS-2B en todas las concentraciones de B[a]P usadas. Estudios previos, en diversos modelos
bioldgicos, in vitro, indican que el B[a]P o sus metabolitos pueden activar la via de las MAPK
precediendo o coincidiendo con la activacion de AhR, lo que conllevaria a una alteracion en los
procesos celulares dependientes de MAPK [97, 103-106]. A pesar de este conocimiento, no hay
evidencia de la participacion de las MAPK en el proceso de bioactivacion del B[a]P ni en la
generacion de dafio al DNA en células de pulmén de humano. En este trabajo se encontr6 que en
células expuestas a B[a]P se da una rapida induccion de la fosforilacion de las cinasas ERK 1/2.
Esto indica el B[a]P es capaz de activar dos tipos de respuestas, una transcripcional mediada por
la induccion de la trascripcidon de CYP1A1 y otra no transcripcional mediada por la activacion de
las cinasas ERK 1/2. Existe evidencia que sugiere que las cinasas ERK 1/2 podrian estar
involucradas en la modulacion de la via de AhR. Sin embargo, esto no ha sido esclarecido en su
totalidad [103-105]. En este trabajo, usando el inhibidor quimico de MEK 1/2, U0126, se
encontro una reduccion de la proteina CYP1Al en células expuestas a B[a]P. Estos datos aluden
a que las cinasas ERK 1/2 tienen un papel importante en la induccion de CYP1Al en células de
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pulmén expuestas a B[a]P. Cabe sefialar que el inhibidor U0126 ha sido relacionado con la
activacion transcripcional mediada por la activacion de AhR en modelos celulares no pulmonares
[113]. A pesar de que no se encontr6 un incremento en la expresion de CYP1Al en células
tratadas con el U0126, es necesario realizar experimentos mas robustos para impedir la
activacion de ERK 1/2, y demostrar asi la particiacion de ERK 1/2 en la via de AhR. Por ejemplo
el uso de mutantes dominantes negativos de ERK1/2 o RNA de interferencia.

Existen datos experimentales en modelos celulares derivados de cancer que muestran que la
cinasa de tirosina Src, una vez liberada del complejo de AhR es capaz de mediar la activacion de
la cascada de senalizacion de las MAPK. Esto a través de la activacion de receptores de
membrana como el receptor de crecimiento epidermal (EGFR) en ausencia de un ligando [84,
114]. Con base en esta evidencia, surge la hipotesis de que la cinasa Src puede ser la molécula
interlocutora que media la activacion de las cinasas ERK 1/2 dependiente de AhR en células de
pulmon expuestas a B[a]P. En este trabajo se demuestra que la inhibicion de la cinasa Src
conlleva una reduccion en la cantidad de la proteina cinasa ERK 1/2, asi como de la proteina
CYP1A1l mediadas por la exposicion a B[a]P. Esto indica que la tirosina de cinasa Src es un
mediador rio arriba de la activacidon de ERK 1/2 y de la consecuente induccion de CYP1Al en
células derivadas de epitelio de pulmoén humano expuestas a B[a]P.

La produccion de BPDE-N2-dG es un proceso clave en la carcinogénesis de pulmon y siempre
ha estado asociada con la via canonica de sefializacion B[a]P/AhR/CYP1Al. Sin embargo, en
este trabajo se muestra que la induccion de CYP1A1 y la generacion de dafio genotoxico también
dependen de la actividad de las cinasas Src y ERK 1/2 ya que inhibiendo estas cinasas se
disminuye la induccion de CYP1ALl y la formacion de aductos BPDE-N2-dG. Lo que significa
que la via no gendmica activada por B[a]P es clave para la adecuada sefializacion del AhR. En
concordancia con estos resultados, existen datos experimentales que sugieren que la induccion
del CYP1A1 puede darse mediante vias no canonicas e inclusive independientemente del AhR
[115]. Los resultados anteriormente descritos refieren que el metabolismo de B[a]P en células
bronquio epiteliales depende de procesos de fosforilacion y de induccion génica de los elementos
que conforman la via de sefializacion de AhR. Hasta la fecha no es clara la participacion de una
proteina cinasa especifica, tampoco se sabe como es la interaccion entre las posibles cinasas
cinasas y el AhR ni qué nivel de la via estd modulado por procesos de fosforilacion. Algunos
reportes muestran que la fosforilacion de residuos de tirosina del AhR puede regular la capacidad
de su union al DNA [116]. Adicionalmente, la fosforilacion de la proteina chaperona HSP90 en
residuos de serina o treonina puede modular la formacion de un complejo de AhR funcional en el
citoplasma [117]. Por otro lado, proteinas como PKC y PTK (proteina cinasa C y preoteinas
cinasas de tirosinas, respectivamente) pueden estar involucradas en la regulacion de la actividad
de AhR. En este trabajo se muestra que las cinasas Src y ERK 1/2 contribuyen en la via de
sefalizacion del AhR. La cinasa ERK 1/2 participa principalmente en la induccion de CYP1AL,
lo cual puede ser explicado por previos reportes que demuestran que las MAPK son capaces de
inducir la transcripcion de la proteina ARNT. ARNT junto con AhR forman un factor de
transcripcion que induce la transcripcion de CYPIA1 [118]. Por su parte, Src regula la
translocacion del AhR del citoplasma al nucleo ya que en células tratadas con el inhibidor de Src
se bloquea dicha translocacion promovida por el B[a]P. En conjunto, los datos presentados
revelan que la via canonica de AhR es la principal via involucrada en la formacion de aductos
relacionados con la exposicion a B[a]P. Sin embargo, el inhibidor de ERK 1/2 fue capaz de
disminuir la produccion de aductos lo que indica que la via de sefializacion de las cinasas ERK
1/2 contribuye en la activacion metabdlica del B[a]P.
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17. Conclusion

Este estudio demuestra que la via de sefializacion de las cinasas ERK 1/2 contribuye a la
activacion metabolica del B[a]P a través de la actividad enzimatica del CYP1A1 adicionalmente
también participa en la formacion de los aductos BPDE-N2-dG en una linea celular derivada de
epitelio pulmonar de humano no transformada, como se ejemplifica en la Figura 19.

Esta es la primera evidencia que sugiere que las cinasas ERK 1/2 participan en la produccion de
dafio genotoxico por la exposicion a B[a]P en un modelo pulmonar.

Nuestros resultados contribuyen a comprender los mecanismos moleculares de la transformacion
metabdlica del B[a]P en tejidos de pulmdén de humano y sugieren posibles estrategias de
quimioprevencion del dafio celular asociado al cancer pulmonar inducido por B[a]P.
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Figura 19. El B[a]P activa la via genomica del receptor AhR a través de la induccion de una via no gendmica
representada por la activacion de las cinasas Src y ERK 1/2 . La interaccion entre estas dos vias es necesaria para la
induccion de la enzima CYP1A1 y la formacion de aductos B[a]P-N2-dG en DNA.
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