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RESUMEN

El Benzo[ghi]perileno (B[ghi]p) es el hidrocarburo aromético policiclico mas abundante en
la atmésfera de la Ciudad de México, el cual es un producto de la combustién incompleta
de la gasolina de las emisiones vehiculares. Los estudios toxicolégicos han evidenciado
que el B[ghi]p puede fragmentar el DNA, oxidar la guanina y producir aductos con el DNA.
Sin embargo, no se ha evaluado si dichos dafios pueden ser atenuados por algunas de
las vias de reparacién del DNA. Por lo tanto, en el presente trabajo, se evalu6 in vitro en
células de epitelio bronquial NL-20, el efecto citotdéxico y genotéxico del B[ghi]p a una
concentracion 2 uM durante 3 h y se evalud la existencia o disminucién de estos dafios,
después de 24 h de con medio de cultivo nuevo. Este hidrocarburo indujo vesiculas
citoplasméaticas desde las 3 h de exposicion. Ademas, el B[ghil]p fue un compuesto
moderadamente citotoxico por inducir muerte celular por apoptosis independiente de
caspasas en el 27% de las células. Se comprobd que en presencia del antioxidante N-
acetil-cisteina, dicha apoptosis disminuyd significativamente (p<0.05). Asimismo, el
B[ghi]p es genotdxico, ya que incrementd en casi el 50% de las células, la formacion de
focos de la histona H2AX fosforilada y no disminuy6 con tiempo de recuperacion. A la par,
se incrementd la expresion de enzimas de reparacion de HR, NHRJ, “Long-Patch BER” en
un intervalo de 2 a 9 veces mas a las 18 h de recuperacién comparados con las células
con sOlo 3 h de exposicién. Cabe sefialar que se comprobé que el B[ghi]p induce
principalmente dafio al DNA, sin embargo, en un 10% de la poblacién celular, el dafio al
DNA se vincul6 a un incremento en la proliferacion o a la muerte celular. Este es el primer
trabajo que demuestra la internalizacion y permanencia del B[ghi]p, principalmente en el
nucleo de las células desde las 3 h de exposicidn y su presencia esta estrechamente

relacionada al dafio en el DNA.



ABSTRACT

Benzo[ghilperylene is the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbon in the
atmosphere of highly polluted cities with high altitudes like Mexico City. We evaluated the
in vitro cytotoxic and genotoxic effects that Benzo[ghi]perylene could induce to the
bronchial cell line NL-20 after 3 hours of exposure. Furthermore, exposed cells were
washed and maintained for 24 hours without the treatment (recovery time), in order to
evaluate a persistent damage to the cells. We found that at 3 hours of exposure, 20 % and
47 % of the cells displayed cytoplasmic vesicles (p<0.05) and yH2AX foci in the nuclei
(p<0.05), respectively. Furthermore, 27% of cells showed translocation of the factor
inductor apoptosis into the nuclei (p<0.05) and an increase of proliferating cells was also
observed (21%, p<0.05). The cells after recovery time continued displaying morphological
changes and yH2AX foci, despite of the increased expression (> 2-times fold change) of
some DNA repair genes (p<0.05) found before the recovery time. We also found that the
cell nuclei contained Benzo[ghi]perylene after the exposure and it remains there after the
recovery time (p<0.01). Therefore, hereby we report the cytotoxic and genotoxic effects

that Benzo[ghi]perylene is capable to induce to NL-20 cells.



INTRODUCCION

Las atmésferas de las ciudades con altos indices de contaminacion contienen materia
particulada con diametro de 2.5 pm (PM,s), las cuales pueden servir como acarreadores
de contaminantes atmosféricos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS). Se
considera que los PAHs representan un riesgo para la salud, principalmente por su
asociacion con el incremento en la morbilidad y la mortalidad por enfermedades agudas y

cronicas cardiopulmonares, asi como por cancer de pulmén (Salcido-Neyoy et al., 2015).

En la Ciudad de México, el Benzo[ghi]perileno (B[ghi]p) es el PAH mas abundante de la
atmaosfera, el cual se genera principalmente por la combustién incompleta de la gasolina
de los automoviles (Amador-Munoz et al., 2011). Por lo que la ruta de entrada de este
hidrocarburo es principalmente por la via respiratoria, y especialmente puede acumularse

en los pulmones debido a sus caracteristicas lipofilicas (Ke et al., 2018).

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que los PAHs producen varios
cambios morfolégicos como nulcleos atipicos, la presencia de vesiculas o vacuolas
citoplasmaticas, la acumulacion de gotas de lipidos-proteinas, alteraciones estructurales
en la mitocondria, la dilatacién del reticulo endoplasmico (RE) y cambios en la estructura y
dinamica de los lipidos membranales (Ali et al.,, 2015; Gdula-Argasinska et al., 2015;
Gualtieri et al., 2009; Li et al., 2003a; Lin et al., 2015; Miguel-Pérez et al., 2013; Samara et
al., 2015; Subashchandrabose et al., 2014; Zaragoza-Ojeda et al., 2016). Ademas, se ha
demostrado que los PAHs se difunden pasivamente a través de la membrana y una vez
gue estan contenidos en el citoplasma, éstos se metabolizan o se acumulan en organelos
con alto contenido de lipidos como el RE, muy cerca del nucleo (de Gelder et al., 2018;
Furuno et al.,, 2012; Gerde et al, 1997; Kang et al., 2010; Murphy et al., 2008;

Subashchandrabose et al., 2014).



El reporte actualizado de la IARC (International Agency for Cancer Research) en el 2010,
establece que el B[ghi]p no produce cancer (IARC, 2010), sin embargo, dicha evaluacion
esta fundamentada en los resultados de los estudios con ratones expuestos al
hidrocarburo por aplicacion cutanea desde hace mas de 30 afios (Deutsch-Wenzel et al.,
1983). Cabe sefalar que se registrd la formacién de sarcomas epidermoides en tan sélo
el 11% de las ratas a las que se les aplicé via intramuscular 4 mg de B[ghi]p, mientras que
con 1 mg de B[a]p se formaron tumores en el 94% de las ratas. Sin embargo, los

resultados con B[ghi]p no fueron reproducibles (Deutsch-Wenzel et al., 1983).

Se ha comprobado que el B[ghilp es un compuesto mutagénico, tanto in vitro en
procariontes, mediante el ensayo con Salmonella typhimurium acoplado a un sistema
metabdlico exdgeno adicionando la fraccion S9 de rata (Platt y Grupe 2005), como en
modelos in vivo con el ensayo de mutaciones con roedores transgénicos “Muta™Mouse
TGR” (Long et al., 2016). Ademas, existen estudios que han evidenciado la citotoxicidad y
genotoxicidad del B[ghilp (Ke et al., 2018), asimismo se ha reportado que puede
fragmentar el DNA (Platt et al., 2008), oxidar la guanina (Rodriguez-Romero et al. 2012),
formar aductos principalmente con la guanina y la adenina (Hughes y Phillips, 1993;
Labib et al. 2016; Long et al. 2016; Pan et al. 2013) e inducir focos de la histona H2AX

fosforilada (YH2AX) (Audebert et al., 2012)..

Una investigacion reciente en la que se expuso a ratones al B[ghi]p por via digestiva a
través de su adicion en el alimento, resalté su propiedad principal como agente pro-
inflamatorio, ademas de alterar procesos relacionados principalmente con la endocitosis,
el transporte intracelular, el metabolismo de lipidos y aminoécidos, la protedlisis y afectar

la via de WNT (Wingless integration 1) (Labib et al., 2016).

Para iniciar el estudio y comprension del efecto del B[ghi]p en un modelo in vitro de

células bronquiales humanas, un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio por
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Zaragoza-Ojeda y colaboradores (2016), reveld que las células NL-20 expuestas a tres
distintas concentraciones del B[ghi]p (1 puM, 2 uM y 4.4 uM) durante 48 h fue citotoxico,
induciendo estrés oxidante en las células, formaciéon de vesiculas citoplasméticas y la
activacion del receptor AhR. Sin embargo, no se conocen sus efectos citotoxicos y

genotdxicos durante una exposicion aguda in vitro en este sistema.

En el presente trabajo se encontrd6 que el B[ghilp es citotoxico, genotoxico y que
permanece en el nicleo a pesar del incremento en la expresion de enzimas de reparacion
durante el tiempo de recuperacion. El dafio al DNA no disminuye en presencia del
inhibidor de especies reactivas de oxigeno (ROS) y precursor del glutation, la N-acetil-

cisteina (NAC) mientras que si se observé con la apoptosis.

ANTECEDENTES

Emisién, dispersién y persistencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHS) en el ambiente

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son compuestos organicos de carbono e
hidrégeno con al menos dos anillos de benceno fusionados. Estos compuestos se
producen durante la manufactura del aluminio y del acero; asimismo, por la combustion
incompleta de la quema de biomasa, de la basura, del carbén, de la madera, del aceite y
principalmente de combustibles como el diésel y la gasolina. Las motonetas, las
aeronaves Yy la agricultura también contribuyen a la produccion de los PAHs. Por lo que
las fuentes emisoras de los PAHs se pueden dividir principalmente en: residenciales, de
transporte, industriales, provenientes de la agricultura y de fuentes naturales (Abbas et al.,

2018; Armstrong et al., 2004).



Normalmente los PAHs se distribuyen y persisten como mezclas complejas en el aire, en
cuerpos de agua y en la tierra (Mumtaz et al., 1996). Cabe destacar que la atmdsfera es el
medio mas importante de dispersion de los PAHs (Figura 1), debido a que se emiten a ella
una gran cantidad de éstos ya sea por incendios forestales, erupciones volcanicas o por

actividades antropogénicas (Abdel-Shafy y Mansour, 2016).

Combustion, Pirdlisis, Volatilizaciéon
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Figura 1. Ciclo de vida de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) y sus derivados en la atmosfera: N-
PAHSs (nitrados), O-PAHs (oxigenados), S-PAHs (heterociclicos sufurados) y OH-PAHSs (hidroxilados) (Abbas
et al., 2018).



Al ser compuestos lipofilicos, se acumulan facilmente en el ambiente, recorren grandes
distancias y se degradan con dificultad. Son poco solubles en agua y cada anillo
bencénico que tienen en su estructura disminuye su solubilidad (Abdel-Shafy y Mansour,
2016). A pesar de los esfuerzos por disminuir la emision global de los PAHs hacia el
ambiente, so6lo se han disminuido casi 100,000 toneladas de las 592,000 que se emiten. Y
es tal el alcance que tienen que hasta en regiones lejanas como el Artico se han

registrado (Ma et al., 2019).

A partir del estudio realizado en 1995 por la Agencia para el registro de las sustancias
téxicas y de enfermedades (ATSDR), se priorizd el estudio toxicolégico sobre 17 PAHs
(Tabla 1), debido a que son los de mayor concentracion y los de mayor persistencia en las

muestras de agua que se analizaron (Mumtaz et al., 1996).

Tabla 1. Propiedades de los hidrocarburos aroméaticos policiclicos principales (PAHSs) clasificados por la
USEPA (Dat y Chang, 2017).

Nombre Ndmero de Peso Presion de vapor Sglnugilidsd TEF Estructura
PAH anillos molecular (Pa, 25°C) gu uctu
(mg/L)
Naftaleno 2 128 11.14 31 0.001
Acenaftileno )
3 154 3.87 16 0.001 AN
Acenafteno
3 152 3.07 38 0.001 =
Fluoreno 3 166 1.66 1.9 0000 H0Y
Fenantreno 3 178 1.6 x 10 1.1 0.001 \@ﬁ
AW
Antraceno 3 178 8.6 x 10° 0045 001
Fluoranteno
4 202 8.61x10™ 0.26 0.001 O.g
4 202 5x10° 0.013 0.001 QgQ
Benzo[a]antraceno ) =
zo[al 4 228 5.43 x 10® 0.011 0.1 LA~

P




Criseno . 7z ‘/ﬁ
4 228 4x10 0.0002 0.01 s #
Benzo[b]fluoranteno T
5 252 5x 107 0.0015 0.1 e
Benzo[k]fluoranteno .
5 252 52x10° 0.008 0.1 Y
Benzo[a]pireno -
zofalpi 5 252 6x10° 0.0038 1 OO‘O |
Dibenzo[a,h]antraceno 21
5 278 1.33x 10 0.0006 1 @‘O‘
Benzo[ghi]perileno , O
6 276 1.27x 10° 0.00026  0.01 L
(LI
Indenof1,2,3-c,djpireno 6 276 1.38 x 10° 0.0019 0.1

*TEF Factor equivalente de toxicidad, efecto estimado carcinogénico de mezclas PAH.

Debido a que estos andlisis evidenciaron que existia mayor probabilidad de exposicion a
estos PAHs, aumentaron las investigaciones sobre sus efectos en la salud humana.

Dentro de esta lista, el B[ghi]p se detect6 en todas las muestras.

Se ha observado que los PAHs que tienen de 4 a 6 anillos bencénicos son mas
resistentes a degradarse en el ambiente, por lo que la exposicion a ellos es mayor. Un
ejemplo de ello es el B[ghi]p, un PAH con peso molecular alto conformado por 6 anillos
bencénicos, el cual tarda en degradarse mediante el uso de enzimas de levaduras hasta

un periodo de 7 a 42 dias (Das, 2017; Hesham et al., 2006).

Debido a que el B[ghi]p se produce principalmente por la combustion incompleta de la
gasolina, en grandes ciudades con alto transito vehicular como la Ciudad de México, es
uno de los PAHs méas abundante de su atmdésfera sobre todo en las fases particuladas

PMjo y PM, s (Amador-Munoz et al., 2011; 2013).



Vias de exposicidn alos hidrocarburos aromaticos policiclicos

Debido a que los PAHs son contaminantes ubicuos del ambiente, la exposicion a ellos
principalmente es por ingesta, inhalacién y por contacto dérmico. La poblacién en general
esta expuesta principalmente a los PAHs por ingesta de alimentos contaminados, por la
inhalacién de aire contaminado, por fumar o respirar el humo que los contiene (Abdel-

Shafy y Mansour, 2016).

La ingesta de alimentos contaminados, implica en cantidad, un mayor ingreso de PAHSs,
seguida por la via inhalatoria. Por ejemplo, el consumo del B[a]p en alimentos se ha
registrado en un intervalo de 2 a 500 ng/dia, mientras que por inhalacién va de 10 a 50
ng/dia (Ramesh et al., 2004). De acuerdo al célculo que realizan Menzie y colaboradores
en 1992 con base en los niveles de PAHSs registrados en diversas publicaciones y a la
velocidad de respiracién promedio de un individuo de 20 m®dia, aproximadamente se
consumen 3 pg/dia de PAHSs por inhalacién y en fumadores hasta 15 pg/dia (Menzie et al.,
1992). Dicha exposicion aumenta por via inhalatoria en las poblaciones laboralmente

expuestas (Gao et al., 2018).

Las trabajos que se han hecho en modelos experimentales con roedores, han demostrado
que la absorcién de los PAHs ocurre rapido y 3 h después de la inhalacién, se han
metabolizado y estan distribuidos hasta el tracto gastrointestinal (Mumtaz et al., 1996). La
asociacion a particulas es otro factor que influye en la absorcion de los PAHs en los
pulmones y en su distribucion sistémica. Estudios enfocados al B[a]p han demostrado que
la exposicion a los cristales puros de este PAH, son removidos el 50% del pulmén en 1.5
h y mas del 95% fue desechado en 24 h, mientras que cuando el B[a]p esta adherido a
pequefias particulas de carbdn, apenas el 50% del B[a]p se logra desechar después de

36 h'y su excrecion total tarda de 4 a 5 dias (Mumtaz et al., 1996).



Otra via importante es por contacto con la piel, en la cual los PAHs pueden difundirse
hacia la circulacion subcutanea (Ruby et al., 2016). Recientes investigaciones han
demostrado que altos niveles de PAHs dafian la epidermis, especialmente a las capas
superiores del epitelio y a los fibroblastos dérmicos que la componen. Lo que se ha
relacionado con patologias como dermatitis, eczema e incluso desordenes autoinmunes

(Qiao et al., 2017).

Ademas, diversos estudios han demostrado que la exposicion prolongada a la PM del
ambiente tiene efectos adversos que incluye el dafio por estrés oxidante, diabetes,
inflamacion, infertilidad y estad relacionada a una mayor incidencia de enfermedades
respiratorias obstructivas crénicas, cardiovasculares, neurodegenerativas e incluso cancer
pulmonar (Abdel-Shafy y Mansour, 2016; Gao et al., 2018; Luben et al., 2010; Martinelli et

al., 2013).

Potencial genotéxico de los PAHs en funcion de la estructura quimica

Formaciéon de aductos

La reactividad de los PAHs hacia biomoléculas como el DNA, esta estrechamente ligada
al nimero y conformacién de los anillos bencénicos que crean una cierta estructura. Por
lo que pequefios cambios en la estructura quimica, implican respuestas toxicologicas

distintas (Ewa y Danuta, 2017).

Sin embargo, un evento esencial para convertir a los PAHS en compuestos con sitios
nucleofilicos, implica la modificacién de su estructura por el metabolismo celular. La
participacion de enzimas como los citocromos P450 (CYP450) es necesaria para la
formacion de dichos metabolitos, ya que por si mismos, no son directamente
mutagénicos. Normalmente, los PAHs que tienen regiones con condensaciones angulares

de tres anillos bencénicos, regiones bahia, como el B[a]p o de cuatro anillos bencénicos
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gue generan las regiones golfo, como el Dibenzo[a,l]pireno, son PAHs considerados como
compuestos pro-carcinogénicos, los cuales al ser modificados enzimaticamente producen
metabolitos electrofilicos (diol-epdxidos), que se unen covalentemente a las proteinas y al
DNA formando aductos (Kropachev et al., 2013). Ademas, se sabe, que la distribucién de
las cargas y la reactividad en ciertas posiciones de los PAHSs, estan influidas por las
distorsiones geométricas que tengan en su estructura. Es decir, mientras que los PAHs
con region bahia son planos y se unen preferentemente a la guanina, los de regién golfo

no lo son y se unen a la adenina (Ewa y Danuta, 2017).

No obstante, los PAHs como el B[ghi]p que carece de estas regiones, pero tiene zonas
conocidas como regiones K, pueden ser también oxidadas por las CYPs y formar
metabolitos reactivos. De acuerdo a recientes estudios, el B[ghil]p produce dos
metabolitos, el 3,4-epdxido B[ghilp y el 3, 4, 11, 12 biepoxido B[ghi]p (Figura 2), ambos

capaces de formar aductos con la guanina y la adenina (Pan et al., 2013).

El 3,4-ep6xido B[ghi]p parece ser un metabolito menos estable, pero es capaz de unirse a
la desoxiadenosina en las posiciones del nitrégeno 6 y 7 (Figura 3a y b, respectivamente)
y a la desoxiguanosina en la posicidn del nitrégeno 2, mientras que el 3,4,11,12 biepdxido
B[ghi]p forma principalmente aductos con la desoxiguanosina (Figura 3c). Cabe
mencionar que la velocidad para generar aductos por el B[ghilp es 5 veces menor

comparada con la del carcinogénico B[a]p.

A pesar de que la generacion de aductos no es suficiente para la produccion de tumores,

tiene una relacion estrecha con las primeras etapas de la carcinogénesis (Poirier, 2016).
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Figura 2. Biotransformacion enzimatica del B[ghi]p por citocromos P450 y por la epodxido hidrolasa
microsomal. Modificado de propuesta por Pan y colaboradores (2013).

También, se ha demostrado que algunos PAHSs inhiben las comunicaciones intracelulares,
aun cuando no se ha activado el metabolismo celular y no han sufrido ninguna
modificacion, siendo los carcinogénicos los mas potentes en provocar este efecto

(Sharovskaya et al., 2006).
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Figura 3. Aductos probables formados por el B[ghi]p y la adenina a) en la posicion del nitrégeno 6; b) en la
posicion del nitrégeno 7; y con la guanina c) en la posicion del nitrégeno 2 propuestos por Pan y
colaboradores (2013).

Oxidacion de las bases

Como parte del metabolismo de los PAHs por los CYP450 vy las aldo-ceto reductasas, se
favorece la produccion excesiva de las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el
superoéxido (O,.) el perdxido de hidrégeno (H.O,) y los radicales hidroxilo (OH"). Dichos
ROS pueden interactuar principalmente con la guanina y generar estrés oxidante al DNA,
como la lesion 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-oxo-dG). Esta lesion al no ser reparada,
puede provocar la transversion de G:C a T:C y convertirse en una mutacion (Quinn et al.,
2008). Asimismo, se ha asociado a los PAHs con el incremento de la peroxidacion de los

lipidos, la cual puede inhibir o alterar funciones enzimaticas (Abbas et al., 2018).
Fragmentacion del DNA

Los rompimientos de cadena sencilla (SSB) y doble (DSB) son dafios genotéxicos de los
cuales los DSB son los mas severos para la integridad del DNA. Los DSB ocurren cuando
las dos hebras del DNA se rompen simultaneamente en zonas muy préximas y se
desnaturalizan. Dichos rompimientos pueden darse por la presencia de aductos
voluminosos “bulky”, por las especies reactivas de oxigeno o por la alquilacién en la
posicion N-7 de la guanina (Tung et al., 2014). Sino se lleva a cabo la reparacion de los

dafos, las células inician procesos de muerte celular, mutagénesis y carcinogénesis.
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Diversos trabajos han demostrado el potencial que tienen los PAHs para inducir los DSB
de acuerdo a la estructura que poseen. La activacion de las enzimas del metabolismo
como CYP450, hidrolasas epoxidas, aldo-ceto reductasas, oxidasas NADPH, entre otras,
incrementa la produccion de ROS y la formacion de metabolitos reactivos como las

quinonas que inducen mas DSB (Gurbani et al., 2013; Uribe-Hernandez et al., 2019).

Después de la exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos, el incremento de ROS
como el oxigeno singulete o el superdxido pueden generar lesiones abéasicas (AP) y éstas
a su vez, provocar indirectamente DSB. Al exponer fibroblastos de pulmoén de criceto
chino V79 a distintos hidrocarburos, entre ellos el B[ghilp, se evidencié que puede
fragmentar al DNA y es similar el resultado en presencia de metabolismo exdgeno. Sin

embargo, el B[ghi]p indujo menos fragmentacion que el B[a]p (Platt et al., 2008).

En cambio, en el estudio de Rodriguez-Romero y colaboradores, (2012), los linfocitos
periféricos humanos fueron mas sensibles al dafio por el B[ghi]p y el incremento de éste
fue drastico con activacién metabdlica. No obstante, para alcanzar el 100% del dafio que
genera el B[a]p en este modelo, se tuvo que agregar tres veces mas del B[ghi]p

(Rodriguez-Romero et al., 2012).

Cabe sefialar que, actualmente se estan utilizando otros marcadores de genotoxicidad
como la fosforilacion de las histonas H2AX (Serl39) y la H3 (Serl0), ya que permiten
detectar el dafio global al DNA generado por aductos, lesiones oxidatantes y DSB
(Audebert et al., 2012; Wang et al., 2017). Existen evidencias in vitro en las lineas
celulares de carcinoma hepatocelular HEpG2, adenocarcinoma de pulmén A549, células
de colon LS-174T y en adenocarcinoma renal ACHN, que han demostrado que los PAHs
pueden incrementar dichas fosforilaciones (Audebert et al., 2012; Khoury et al., 2015;

Mattsson et al., 2008).
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Activacion de las vias de reparacion del DNA por exposicién a hidrocarburos
aromaticos policiclicos

Reparacién de aductos por enzimas de reparacién por escisiéon de nucleo6tidos
(NER)

Las enzimas de reparacion por escisibn de nucleétidos (NER) pertenecen a un
mecanismo versatil, en el que se reconocen y se remueven entre 24 y 32 nucleétidos que
contienen el aducto conocido como “bulky”. Cuando los aductos distorsionan la hélice del
DNA, estas lesiones son faciles de detectar y reparar para las NER. Sin embargo, cuando
el aducto no interrumpe las interacciones de Watson-Crick, es decir queda dentro de las
dos cadenas del DNA sin distorsionarlo, son mas dificiles de detectar y por lo tanto de

reparar (Kropachev et al., 2013).

Para mantener la integridad del genoma, la reparacion de aductos se lleva a cabo por dos
vias principales de NER, la reparacién de escisién de nucleétidos global (Global NER) y la
reparacion acoplada a la transcripcion (TCR). La primera involucra la participacion de 30
proteinas incluyendo las proteinas XPE y XPC (Xeroderma pigmentosum). El
reconocimiento del dafio se lleva a cabo por un complejo conocido como XPC/hR23B, el
cual se une a las bases dafiadas, distorsiona el DNA e impidide el emparejamiento de las
bases. Posteriormente, las demas proteinas de la NER remueven aproximadamente de
30-35 bases donde estan los dafios; por Ultimo se sintetiza y se liga un nuevo fragmento
de DNA (Sugasawa, 2011). A través de la reparacion NER global, después de un rastreo
gendémico y reconocimiento del dafio por el complejo heterodimero XPC, se eliminan
modificarciones tanto de la hebra que no se transcribe como de regiones no codificantes

(Henkler et al., 2012).

Mientras que en la TCR, los dafios s6lo son reconocidos en la hebra que se transcribe por
la RNA polimerasa Il, por lo que s6lo funciona en regiones especificas del genéma. La
TCR requiere también de las proteinas XP exceptuando a la XPC. En esta via es
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necesaria la activacion de las proteinas CSA y CSB (Sindrome Cockayne). En el paso de
la elongacién, la RNA polimerasa detecta al aducto y provoca que el complejo de la
transcripcién quede bloqueado en este sitio. Entonces, las proteinas CSA, CSB y XPA
remueven el aducto y reparan la unidad de transcripcion del gen (Hsu et al., 2005).
Dependiendo del aducto (Figura 4), la reparcion se lleva a cabo por NER, TCR o ambos
sistemas, como se comprobd con los distintos aductos formados por el B[a]p, (Nadkarni et

al., 2016).

Debido a que la eficiencia de reparacion esta determinada en gran parte por la zona en la
que se une covalentemente el PAH a las bases nitrogenadas, se ha comprobado que los
aductos formados por ejemplo entre la regién bahia del B[a]p y el nitr6geno seis de la
adenina (B[a]p-N°-dA) son reparados en su totalidad, mientras que los aductos inducidos
con la misma base pero con la regién golfo del Benzo[c]fenantreno (B[c]ph) son reparados
con menor eficiencia (Buterin et al., 2000). Ademas se ha demostrado que los PAHs con
region golfo generalmente constituyen aductos con N°-dA, los cuales generan
transversiones de adenina a timina. Para que se fijen estas mutaciones es necesario que
la maquinaria de reparacién no las detecte y que las células continten dividiéndose aln

con el dafio (Henkler et al., 2012).

Se ha comprobado que cambios sutiles en la estereoquimica de los aductos también
repercute en la reparacion de éstos, como se ha comprobado con los aductos producidos
entre Dibenzo[a,l]pireno y el N°-dA y el Dibenzo[a,l]pireno con el N?-dG. Mientras el
formado con la adenina se repara, el de la guanina persiste (Kropachev et al., 2013). Esta

permanencia se ha vinculado a un mayor potencial carcinogénico (Buterin et al., 2000).
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Figura 4. Reparacién de aductos formados por el Benzo[a]pireno (B[a]P) y el Benzo[c]fenantreno (B[c]Ph) con
el nitrégeno seis de la adenina (NG-dA) por escision de nucledtidos global y por reparacién acoplada a la
transcripcion. Figura modificada de Nadkarni et al., 2016.
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Se ha reportado que el potencial del B[ghi]p para generar metabolitos y aductos es tres
veces mas lento comparado con el B[a]p (Pan et al. 2013; Platt et al., 2008). Existen
trabajos con modelos animales expuestos a B[ghilp en los que se ha comprobado la
formacion de aductos por este PAH y su persistencia hasta 12 semanas después del

tratamiento (Hughes y Phillips, 1993; Labib et al. 2016).

Los aductos inducidos por los PAHs pueden crear mutaciones en proto-oncogenes,
especialmente en miembros de la familia Ras (N-, H-, K-Ras) en el coddn 12, asimismo en

el gen supresor de tumores p53, en el codon 249G a T (Henkler et al., 2012).

Los aductos son modificaciones covalentes que provocan inestabilidad en las bases y
como consecuencia sitios abasicos (AP), ya sea por el proceso de remaocién de las bases
en la reparacién o porque los aductos son labiles. Por ello, las enzimas de reparacion de
escision de bases (BER) y las proteinas de desajuste de bases “Mismatch repair’ (MMR)

pueden activarse ante dichos dafios (Braithwaite et al.,1998).

Reparacién de las bases nitrogenadas por enzimas de reparacién de escision de
bases (BER)

Se ha estimado que el estrés oxidante promueve 10,000 alteraciones por célula al dia, lo
que representa el mayor dafio enddégeno para el DNA. El estrés oxidante puede generar
diversas alteraciones en el DNA, tales como dafio en las bases, en el residuo de azucar,
sitios abasicos, rompimientos de cadena sencilla o doble, problemas en las horquillas de
replicacion, generar estrés en la replicacion, obstruccion mecanica de la progresion de las

RNA polimerasas y agrupaciones de lesiones del DNA, entre otros (Yan, et al., 2014).

Cuando ocurren pequefios dafios en las bases como la oxidacién, la metilacion, la

despurinizacién (rompimiento entre el azlcar y la base) y la desaminacion (pérdida del
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grupo NH)), las glicosilasas las reconocen, las remueven y el sito apurinico debe

procesarse posteriormente por una endonucleasa AP (Desler et al., 2009).

Una vez que la base se ha removido, las DNA polimerasas como la delta (), beta (B),
lambda (A) o gama (Y) insertan la base correcta. Este tipo de oxidacion parece no
bloquear la replicacion del DNA, por lo que es una de las modificaciones que se repara
relativamente rapido, aunque puede generar un proceso inflamatorio. No obstante, si no
se reparan, pueden generar inestabilidad genémica y disfuncion de la mitocondria (lwai et
al., 2000; Svilar et al., 2011). La reparacién de escision de bases se puede llevar a cabo

por glicosilasas bifuncionales (Figura 5) o monofuncionales (Figura 6).

Se sabe que los PAHSs propician la produccion excesiva de ROS y como consecuencia, la
oxidacion de las bases. Estas lesiones son reparadas eficientemente por las enzimas de
escision de bases principalmente por la OGG1. Ademas, se ha encontrado que XPC y
XPA también participan en la reparacion en una via independiente de la NER (Braithwaite

et al., 1998; Desler et al., 2009; Risom et al., 2003; Tsurudome et al., 1999).

La evaluacién de las oxidaciones u otras lesiones de las bases, deben considerarse mas
alla de un dafio puntual, ya que en el proceso de la reparacién de éstas, el DNA es mas
susceptible a otros efectos como los rompimientos de cadena sencilla (Figura 7). Los SSB
al no ser reparados eficientemente por las BER, se bloguea la transcripcion del DNA, se
generan rompimientos de doble cadena y se provoca incluso la apoptosis (Roos y Kaina,

2013).
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Figura 5. Via de reparacion por escision de bases (via B-eliminacion) por glicosilasas bifuncionales.
Reparacion de una base oxidada. Figura modificada de Svilar y colaboradores (2011).
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Figura 6. Via de reparacion por escision de bases por glicosilasas monofuncionales. Reparacion de la
adenosina cuando existe en la hebra completaria una base oxidada. Figura modificada de Svilar y
colaboradores (2011).
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Figura 7. Posibles efectos en la reparacion por escision de bases oxidadas como la 8-o0xo-7,8-dihidro-guanina
(8-0x0dG) y la 5,6-dihidroxi-5,6-dihidro-timina (Timina glicol). Figura modificada de Roos y Kaina (2013).

Reparacién de rompimientos de doble cadena por recombinacién homoéloga (HR) y
no homologa (NHEJ)

Los DSB promueven re-arreglos genémicos como la compactacion de la cromatina en
ciertas zonas y el movimiento del DNA por el nicleo para su reparacion mediante dos
vias, la recombinacién homoéloga (HR) y la unién de extremos no homoélogos (NHEJ). La
HR es dependiente de las fases S y G2 del ciclo celular y requiere la hebra homdéloga
para reparar (Figura 8), mientras que la NHEJ puede ocurrir en cualquier fase, aunque
predomina en las células en GO/G1 y es mas rapida porque solo liga directamente los
extremos, pero genera mas errores en los fragmentos reparados (Figura 9) (Marnef y

Legube, 2017).

La fosforilacién de la histona H2AX en Ser139 por la cinasa ATM, es uno de los primeros
eventos que ocurren alrededor del sitio del rompimiento del DNA. Cubren de 1-2 Mb para

formar los focos de reparacion como estrategia para mantener la integridad del genoma 'y
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promover la incorporacion eficiente de los factores de reparacién a la estructura de la

cromatina abierta (Mattsson et al. 2009).

En la reparacion NHEJ, el heterodimero Ku70/Ku80 tiene alta afinidad al DNA, por lo que
se une a los extremos de éste. Posteriormente, este complejo incorpora la subunidad
catalitica de la proteina cinasa DNA-PKcs (DNA Damage Kinases phospho S2056), lo que
promueve la fosforilacién de otras proteinas como XRCC4. Esta Ultima estabiliza la ligasa

IV para la unién de las hebras (Mladenov vy lliakis, 2011).

Parece que cuando los DSB no pueden repararse, son dirigidos hacia los poros nucleares
en los dominios SUN de la proteina Mps3, en la perifieria de la membrana nuclear.
Mantener los DSB en la periferia permite coordinar las sefiales entre el nlcleo y el
citoplasma, para activar procesos de respuesta ante el dafio como la apoptosis (Marnef y

Legube, 2017).

El momento y la region donde ocurren los DSB, son otros aspectos que determinaran si
se activa la reparacion por RH o por NHEJ. Sin embargo, se ha observado que los DSB
en secuencias altamente repetidas como la heterocromatina, se reparan por HR
independiente del ciclo celular, mientras que la reparacion de los DSB de la eucromatina,
esta restringida a zonas transcripcionalmente activas enriquecidas con la trimetilacién de

la lisina 36 de la histona 3, la H3K36 (van Sluis y McStay, 2015).

Existen varios trabajos en los que se ha evidenciado que la exposicion a PAHs genera
incremento de DSB y con ello, el aumento de fosforilacion de la H2AX y las enzimas de
reparacion de ambas vias, predominando la via por NHEJ. Sin embargo, la reparacion por
NHEJ como se ha dicho, puede propiciar mas errores y contribuir a la toxicidad de los
PAHs (Audebert et al., 2012; Rossner et al., 2014; Toyooka et al., 2004; Tung et al., 2014,

Yan et al., 2011).

23
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Figura 8. Genes regulados por el ciclo celular en la via de reparacion por Recombinacion Roméloga (HR).
Modificado de Mjelle y colaboradores (2015).
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Figura 9. Genes regulados por el ciclo celular en la via de reparacion por Recombinacién No Homologa (HR).
Modificado de Mjelle y colaboradores (2015).

Asimismo, como se ha mencionado, la estructura del PAH determina su poder genotoéxico.
Se ha comprobado que los metabolitos diol epéxidos de los PAHs con region golfo
provocaron la formacién de focos de reparacién mas persistentes que los ep6xidos de los
PAHs con region bahia. Parece que la severidad del dafio que provocan los PAH con
region golfo mantiene por mas tiempo y en mayor numero los focos de reparacion, lo que
mantiene por mas tiempo la estabilizacién de p53, mayores niveles de la yH2AX y de
Mdm2 en las células de carcinoma de epitelio bronquial A549 (Mattsson et al., 2008).
Estudiar la formacién de estos focos de reparacion y el tiempo de persistencia de éstos en
las células expuestas al B[ghi]p, podria indicar la severidad de los DSB generados por

este PAH.
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Reparacién de desajuste de bases (MMR)

En menor medida, los aductos pueden ser removidos por las enzimas de reparacion de

desajuste de bases (MMR). Ante un dafio al DNA, el heterodimero dimérico MutSa
(cuando el desajuste de bases es de una base o de 1-2 lazos “loops” de nucleddtidos) o
MutSB (para loops mas grandes) reclutan MutLa hacia el DNA. A su vez, el complejo
MutS/MutLa sufre un cambio conformacional inducido por ATP y promueve que migre
hacia la hebra rezagada o que MutLa haga un hueco. Posteriormente, se recluta a PCNA

y a la exonucleasa 1 para remover el aducto. Por dltimo las polimerasas deltal o 3
sintetizan un nuevo segmento que es ligado por ligasa 1 (Fig 10). Sin embargo, cuando un
aducto es detectado por las proteinas de MMR, estas permanecen unidas al aducto con lo
gue se afecta la actividad de reparaciéon de otras proteinas y desencadena la sefalizacion

hacia apoptosis dependiente de TP53 y TP73 (Henkler et al., 2012).
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Figura 10. Genes regulados por el ciclo celular en la via de reparacion por desajuste de bases (MMR).
Tomado de Mijelle et al., 2015.
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JUSTIFICACION

Se sabe que el B[ghi]p genera dafios a la molécula de DNA y cambios en la morfologia
celular, sin embargo, se desconoce si existe una reparacion de éstos. El B[ghi]p es el
hidrocarburo aromatico policiclico mas abundante en la atmosfera de la CDMX por lo
tanto, es importante evaluar si se reparan los dafios producidos por la exposicion de éste

en las células bronquiales.

HIPOTESIS

El dafio generado al DNA de células bronquiales sera reparado por alguna de las vias de
reparacion celular, por lo que la expresion de los genes involucrados en éstas sera
diferencial.

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar el efecto citotdxico y genotoxico del B[ghi]p en las células de epitelio bronquial y

su posible reversibilidad.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar el tiempo de exposicion del B[ghi]p que induce citotoxicidad y dafio en
el DNA en las células NL-20.

= Evaluar los cambios morfologicos y su posible reversibilidad en las células de

epitelio bronquial humano NL-20 por exposicion al B[ghi]p.

= Analizar la expresion de genes que participan en las vias de reparacion del DNA
por escision de nucléotidos o bases, reparacion por recombinacion homéloga y no
homoéloga y desajuste de bases del DNA por la exposicion al B[ghi]p en células
NL-20.

= Evaluar la proporcién del B[ghi]p que se internaliza en las células y su posible

permanencia después de 24 h de su exposicion.
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METODOLOGIA

Cultivo de las células NL-20

La linea celular NL-20 se obtuvo de la ATCC (CRL-2503). Son células epiteliales de
bronquio humano, inmortalizadas a partir de bronquios normales (no tumorales). Estas
células se sembraron en medio de cultivo HAM-F12 suplementado con 5% de suero fetal
bovino, 1% de L-glutamina, 1% de aminoacidos no esenciales, 5 pg/mL de insulina, 10
ng/mL de factor de crecimiento epidérmico, 1 pg/mL de transferrina, 500 ng/mL de
hidrocortisona, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina y 100 pg/mL de penicilina-G, bajo
las siguientes condiciones: 37°C, 5% de CO, y humedad. Ya que son células adherentes
éstas se despegan de la superficie de cultivo incubando con una solucién de tripsina
0.05% y verseno 0.01%, durante 10 minutos a 37°C, una vez que se despegaron, se
centrifugaron a 1300 rpm (125 x g) por 8 minutos. Se contaron en un hemocitometro para

realizar los siguientes ensayos de exposicién al B[ghi]p.

Esquema de exposicion al B[ghi]p preliminar

Para determinar el tiempo de exposicion definitivo con el cual se analizaria el efecto del
B[ghi]p para el desarrollo del tema principal del Doctorado, al principio, se trabajé con dos
tiempos de exposicion de 6 h y 24 h (resultados y discusion presentados como
preliminares). En estos tiempos se evalud: la viabilidad, la fragmentacién del DNA, la
induccién de la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) y la apoptosis. Ademas, como se
conoce que los PAHs pueden inducir dafio a las células mediante la interaccion con el
receptor AhR, se decidi6 hacer los ensayos en presencia del inhibidor de éste, el

compuesto CH223191.

Las células NL-20 fueron expuestas dentro del esquema experimental: testigo (0.1 %
DMSO); 2 uM de BJghilp; y finalmente en presencia de 2 uM B[ghi]p mas 10 uM de
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CH223191. Las células fueron expuestas por 6 h y por 24 h. Todos los resultados se

obtuvieron de tres experimentos independientes.

Ensayo de viabilidad MTT de tiempos de exposicion preliminares

Se sembraron 1.5x10* células por pozo 24 h previas al experimento en placas de 96
pozos. Se expusieron por triplicado a las distintas condiciones experimentales antes
mencionadas y 3 h antes de que terminara el tiempo de exposicion, se agregd a cada
pozo 20 uL de MTT a una concentracién de 5 mg/mL (en PBS). Una vez terminado el
tiempo de exposicion, se retiré el medio con mucho cuidado para agregar a cada pozo
100 pL de isopropanol acidico durante 5 min en oscuridad. Se cuantificé la cantidad de
color en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 540 nm, como
absorbancia principal y a una longitud de onda de 620 nm para medir absorbancia de
fondo. El porcentaje de MTT reducido se calculé con base a la absorbancia obtenida del

testigo-vehiculo sin exposicién que se consider6 como 100% de viabilidad.

Electroforesis unicelular (Single Cell Gel Electrophoresis) de tiempos de

exposicion preliminares

Una vez expuestas las células en los dos tiempaos, las células se despegaron con tripsina
0.025% en la incubadora a 37 °C por 10 min. Para concentrar el botén celular, se
centrifugé el despegado a 1400 rpm (145 x g) por 5 min. El sobrenadante se desechd vy el
botén se resuspendié en 100 puL de medio de cultivo HAM-F12 complementado, de los
cuales se tomaron 50 pL y se mezclaron con 90 uL de agarosa de bajo punto de fusion al
0.5% (0.5 g en 100 mL de PBS) a 38 °C. Previamente, se prepararon los geles de
agarosa al 1 % en PBS sobre portaobjetos para vaciar la segunda capa de agarosa con el

botén celular y dejar gelificar a 4 °C por 7 min. Para obtener los nucleos, dichos geles se
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dejaron por 24 h en amortiguador de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, Triton
1% X-100 y DMSO 10 %, pH 10) a 4 °C.

En la oscuridad, se colocaron los geles en una cadmara de electroforesis horizontal con un
amortiguador alcalino a 4°C (300 mMNaOH, 1 mM EDTA pH 13) durante 20 min sin
corriente para permitir que el DNA se desenrolle y por otros 20 min a 25 V para que
producir la migracion de los fragmentos de DNA hacia el &nodo. Se neutralizaron los geles
con 3 lavados de amortiguador neutralizante (0.4 M Tris, pH 7.5) por 5 min cada uno. Y se
fijaron los geles con etanol absoluto a 4 °C por 10 min. Se tifieron con 50 pL de Gel Red
(10%), para su andlisis en el microscopio de fluorescencia. Los parametros que se
tomaron en cuenta para medir el dafio en 100 nucleos por tratamiento fueron: nicleos con
cometa y con protuberancias estilo "budds". Se expresaron como porcentaje de cometas y

de nucleos atipicos.
Induccién de 8-OHdG por el B[ghi]p de tiempos de exposicion preliminares

La deteccién de los niveles de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) se realizé en 1x10°
de células y se sometieron al esquema de exposicion descrito anteriormente. Al término
de los tiempos de exposicion al B[ghi]p, las células se despegaron y el botdn celular se
centrifugd a 1400 rpm (145 x g) durante 5 min y se diluyé en 1 mL de PBS a 4 °C. Para
compactar el botén, se volvieron a centrifugar a 8000 rpm (10,000 x g) durante 10 s y se
dejaron 1 min en nitrégeno liquido para conservarlos a -80 °C.

La deteccion de 8-OHdG se realizd por inmunoensayo de ELISA con el kit HT 8-oxo-dG
ELISA (TREVIGEN,cat 4380-192-K). Se realizaron las diluciones recomendadas por el
protocolo del kit para la curva estandar a 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6.25
nM, 3.13 nM, 1.56 nM y 0.78 nM de 8-OHdG. De cada muestra se hicieron las diluciones
correspondientes para tener en un volumen final de 150 pL, la concentracion de 5 pg/mL

de DNA. Posteriormente, a cada muestra se le agregaron 0.6 pL de DNasa | y se
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incubaron por 1 h a 37 °C. Después se agregaron 0.6 uL de fosfatasa alcalina y se
incubaron de nuevo durante 1 h a 37 °C.

Se siguid el protocolo descrito del “kit”, colocando primero 25 pL de las diluciones
estandar de 8-OHdG por triplicado y para los pozos blancos se agregaron 25 pL de la
solucion diluyente del “kit”. A continuacion, se agregaron 50 uL de cada muestra por
triplicado. A todas las muestras excepto al blanco, se les agregaron 25 uL de la solucién
de anticuerpo monoclonal anti 8-OHdG, se cubri6 la placa con mica adherente y se incubo
a 25 °C por 1 h. Después, se removié la mica y se lavaron cuatro veces los pozos con 300
puL de PBST (PBS 1X + 0.1% Tween 20) a 4 °C. En seguida, se agregaron 50 pL de la
solucion diluida de 1IgG-HRP y se incub6 la placa a 25 °C por 1 h. Nuevamente se
realizaron 4 lavados con PBST a 4 °C y se removi6 todo el liquido.

Por ultimo, se agrego el sustrato colorimétrico “TACS-Sapphire” en oscuridad durante 15
min a 25 °C y se par6 la reaccién con 50 pL de HCI 0.2M para inmediatamente leer la
placa en un espectrofotémetro Labsystem Multiscan Ascent a 450 nm. El célculo de la
cantidad de aductos en concentraciones de nM se obtuvo en la pagina de Excel
Worksheet provista por TREVIGEN

(www.trevigen.com/docs/1309882151.4380 096 k 8ohdg calculation worksheet.xls). Es

importante mencionar que la curva patrén de 8-OHdG para cuantificar la presencia de
esta base oxidada debido al B[ghi]p, requirié6 una dilucibn mas de la que recomienda el
manual del kit (de acuerdo a las oxidaciones producidas por hidrocarburos mas potentes

como el B[a]p), por lo que el B[ghi]p es un inductor débil de 8-OHdG .

Posteriormente, después de analizar los resultados de los esquemas experimentales
antes descrito, sobre todo del ensayo de TUNEL en el que se evidencié que con tan soélo
6 h de exposicion al B[ghi]p, se registraba un alto porcentaje de dafio (74% de células con
fragmentacion) comprometiendo también la viabilidad de las células, se decidié elegir un
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tiempo mas corto de exposicion (3h de exposicidén) para el desarrollo del tema principal

del Doctorado. Por lo tanto, las células NL-20 fueron expuestas de acuerdo al siguiente

esquema experimental descrito en la tabla 2.

Tabla 2. Esquema experimental

Grupo experimental

Tratamiento

Testigo-3h Células NL-20 en medio HAM-F12 con DMSO al 0.0056%
(vehiculo) por 3 h.
B[ghi]p-3h Células NL-20 en medio HAM-F12 expuestas a una

concentracion final de 2 uM de B[ghi]p con 0.0056% de DMSO

por 3 h.

Testigo-24h-R

Células NL-20 en medio HAM-F12 expuestas a 0.0056% de
DMSO por 3 h. Posteriormente, se les retird el tratamiento, se
lavaron con solucién salina y se incubaron 24 h con medio de

cultivo (tiempo de recuperacion).

B[ghi]p-24h-R

Células NL-20 en medio HAM-F12 expuestas a 2 uM de
B[ghi]p por 3 h. Posteriormente, se les retir6 el tratamiento, se
lavaron con solucion salina y se incubaron 24 h con medio de

cultivo (tiempo de recuperacion).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, y los resultados se obtuvieron de tres

experimentos independientes. Con el fin de verificar si los efectos citotoxicos y

genotodxicos del B[ghi]p se deben a estrés oxidante, las células fueron expuestas 16 h
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antes al precursor de glutation, la N-acetil-cisteina (NAC) a 10 mM y se continud el mismo

esquema experimental descrito anteriormente (se identifican con el sufijo +NAC).

Analisis de la morfologia celular

Se sembraron 60,000 células sobre cubreobjetos estériles 24 h antes del experimento.
Posteriormente, se expusieron al esquema anterior y al término se fijaron con metanol
absoluto -20°C por 5 min. Se dejaron secar y se tifieron con 500 pL de colorante Giemsa
[1:9] durante 10 min. Se lavaron para retirar el exceso de colorante y se dejaron secar
para montarlas con resina sobre portaobjetos. Las células se observaron con un
microscopio de campo claro Leica DMi8 a 100x y se tomaron fotografias por tratamiento
para revelar los cambios morfolégicos en nucleo y en el citoplasma. En un campo al azar,

se cuantifico la frecuencia de células vesiculadas en 100 células.

Inmunocitoquimica de la yYH2AX y del factor inductor de apoptosis (AlF)

Las células se sembraron 24 h previas a la exposicion en cubreobjetos tratados
previamente con poli-L-lisina [1:10] en cajas Petri de 35 mm. Una vez finalizado el tiempo
de exposicion, las células se lavaron con 1 mL de PBS y se fijaron con metanol absoluto a

-20°C durante 5 min. Se retir6 el fijador y se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min c/u.

Se utiliz6 1 mL de PBS-Triton 0.2% por muestra durante 30 min para permeabilizar las
células. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con 1 mL de PBS y un bloqueo de auto-
fluorescencia con 1 mL de glicina a 50 mM. A continuacién, se retird la glicina y se
agregaron 100 pL de PBS-BSA al 0.1% con suero de cabra al 10% por 1 h. Para quitar el
exceso, se lavaron dos veces con 1 mL de PBS y se agregaron 35 pL de anticuerpo
primario y se incubaron 30 min a temperatura ambiente y 24 h a 4°C en una cadmara
himeda. Los anticuerpos primarios usados son yH2AX [1:200] (Millipore # 05-636 anti-

mouse) como de AlF [5:100] (R&D systems # AF 1457 anti-rabbit)
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Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con 1 mL PBS-tween 0.05% de 10 min c/u. Se
agregaron 40 pL de los anticuerpos secundarios [1:200] Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher #
A-11032 anti-mouse) y [1:200] FITC (Santa Cruz Biotechnology # G1713-anti-rabbit)
durante 90 min. Posteriormente, se quitd el exceso de anticuerpo con 3 lavados de PBS-

Tween 0.05% durante 10 min c/uy 1 lavado con PBS por 10 min.

Las muestras se contrastaron con 100 uL DAPI [10 pg/mL] por muestra durante 5 min. Por
altimo se montaron permanentemente con resina y se mantuvieron en oscuridad a 4°C

para su posterior analisis en el microscopio de fluorescencia.
Extraccion de RNA total

Las células expuestas al esquema descrito anteriormente se lisaron agregando 400 L de
Trizol (GIBCO, USA) por caja Petri, se recolectaron y mantuvieron en -70°C hasta colectar
las muestras de tres triplicados biolégicos. Para continuar con el procedimiento de
extraccion, se incubd el lisado celular durante 5 min a temperatura ambiente, se
agregaron 80 uL de cloroformo frio, se agitaron en un voértex y se dejaron reposar durante
10 min. Se centrifugaron a 12,000 rpm (15,934 x g) por 15 min a 4°C, y se recuperd
Unicamente la fase acuosa que contiene el RNA. Esta se transfiri6 a un tubo con 200 pL
de isopropanol frio mas 2 pL de glucégeno y se incubd toda la noche a -20°C para
precipitar la mayor cantidad de RNA total. Posteriormente se centrifugo a 12,000 rpm
(15,934 x g) por 10 min a 4°C. Se removio el sobrenadante y el boton se lavo tres veces
con 400 pl de etanol al 70%, agitando suavemente y centrifugando a 10,000 rpm (11,066
X g) por 5 min a 4°C. Finalmente se decanté el alcohol, se dejo secar en bafio seco y se
resuspendié en 25 pL de agua libre de nucleasas. Se traté con DNasa | (1U por 1 pg de
RNA) durante 30 min, se inactivd la enzima con EDTA a 70°C durante 10 min y se
cuantificd la concentracion y pureza del RNA en un NanoDrop. Todas las muestras

tuvieron una relacion 260/280 superior a 1.8.
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RNA y sintesis de cDNA para el andlisis de los genes por las placas

Para tener una cantidad 6ptima de RNA por tratamiento, se sembraron 60,000 células en
cajas Petri de 35 mm por triplicado por condicion. Una vez transcurridas las 3 h de
exposicion, se extrajo el RNA total de las células mediante la técnica de Trizol
anteriormente descrita y se cuantificé la cantidad de RNA con un NanoDrop. En las
células con tiempo de recuperacion, se extrajo el RNA de la misma forma pero después
de las 24 h que permanecieron las células con medio de cultivo. De acuerdo a la cantidad
de cDNA recomendado para las placas de baja densidad entre los valores de 5 a 50 ng de
cDNA por reaccion, se utilizaron 400 ng de RNA para la sintesis de cDNA en 20 pL de
reaccion con el kit First Strand cDNA Synthesis de ThermoScientifc®. En un termociclador
de punto final con las siguientes condiciones: 37 °C por 60 minutos, 70 °C por 10 minutos

y 4 °C por un minuto.

Reaccién en cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qPCR-RT) con placas
TagMan

Para evaluar la expresion diferencial de los genes relacionados a las vias de reparacion
del DNA, se utilizaron placas de baja densidad “TagMan® Array Fast plates Human DNA
Repair Mechanism” (Thermofisher # 4414128). Dichas placas de base solida contienen
insertados por pozo, secuencias especificas llamadas sondas que identifican un gen
determinado. Basandose en la capacidad de hibridacion del DNA, las secuencias
complementarias se detectardn con mayor intensidad. En cada placa se evaluara la
expresion de 92 genes relacionados a las vias de reparacion de bases (BER), a las de
escision de nucledtidos (NER), a las de reparacion de desajustes (MMR) y 4 genes control

(18S, GAPDH, GUSB y HPRT1).

Cada placa se centrifugo a 1000 rpm por 1 min sin quitar el papel adhesivo para asegurar

que las sondas se concentren en el fondo del pozo. Se agregaron por pozo 2 pL de cDNA,
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3 UL de agua libre de nucleasas y 5 UL de la mezcla “TagMan Fast Universal PCR Master
mix (2X)” (Thermofisher # 4352042). Posteriormente, se selld la placa con mica adherente
y se centrifugd nuevamente a 1000 rpm por 1 min. La PCR se llev6 a cabo en el
termociclador de tiempo real QuantStudio con el perfil térmico de: 20 segundos a 95 °C,
seguido de 40 ciclos de 3 segundos a 95 °C y 30 segundos a 60 °C, como es

recomendado por el protocolo de las placas.

De acuerdo a los resultados promedios de dos experimentos independientes, se

determinaron los genes que se analizaron a detalle.
Sintesis de cDNA para el andlisis dirigido de ciertos genes con disefio de oligos

La sintesis de cDNA se realizé a partir de 200 ng de RNA total utilizando el “kit First
Strand cDNA Synthesis” (Thermo Scientifc) en un termociclador de punto final con las

siguientes condiciones: 37°C por 60 min, 70°C por 10 min y 22°C por 1 min.
Expresion de los genes de reparacion por RT-qPCR con disefio de oligos

La cuantificacion en tiempo real se realizé utilizando SYBR green como fluorocromo
principal y ROX como colorante pasivo de referencia, incluidos en el “kit Maxima SYBR
green gPCR Master mix” (Thermo Scientific). Se utilizaron los oligos especificos para
cada gen (Tabla 3) y las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Stratagene
Mx3005P (Agilent) utilizando el siguiente programa: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C
por 15 s mas 30 s a 57°C como temperatura de alineamiento y 30 s a 72°C de extension,
para finalizar con un ciclo de 95°C por 1 min, 57°C por 1 min y 95°C por 30 s. Los niveles
de expresion se analizaron usando el modelo matematico de 22" (Livak y Schmittgen,

2001; Pfaffl, 2001). Se utiliz6 como gen enddgeno el gen 18s.
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TABLA 3. Secuencias Forward (F) y Reverse (R) de los genes 18s, BRCA2, GADD45B, POLB, POLD1,
POLG, POLR2C, XRCC1, XRCC6 para el RT-qPCR.

Secuencias Oligos para RT-gPCR

18s F | ATTTTG CGA GTA CTC AAC ACC AAC AT

R | TTT CCT CAA CAC CAC ATG AGCATATCTT

BRCA2 F | ATTTTT AAG ACA CGC TGC AAC AAAGC

R | CAG GTT CAG AAT TAT AGG GTG GAG C

GADD45B F | AAC GAC ATC AAC ATC GTG CG

R | GTG TGA GGG TTC GTG ACC AG

POLB F | TAAAGA GTG GAG CTG AAG CTA AGA AAT TG

R | CTTTTC CAGTTT ACG TAATTT TCC AGT TGC

POLD1 F | CCCTCATCT TCC AACAGT TGG AGAT

R | CAG ACAGAGAACCCCTCATCGG

POLG F | TGG ATT ACT TAG AAG TGG AGG CTG AGG

R | TTG TAAGGT CCATTG CCATGG TGA TAG

POLR2C F | ATT GAC TGG GTT CAG ATT GAT GCC A

R | CAG CTT GTC CAC AAT GTC ATC ACT

XRCC1 F | CGG CGG AAACTC ATCCGATA

R | CCATCA GGG CCT CCT CAAAG

XRCC6 F | CATGGG TTT CAAGCC GTT GG

R | TGA GCA GAG CAC TGA ACA GG

Deteccién de fragmentacion del DNA inducido por el B[ghi]p por ensayo de TUNEL

Para realizar este ensayo se utiliz6 el “kit DeadEnd Colorimetric TUNEL System”
(Promega). Se expusieron 45 000 células al B(ghi)p a 3 h y con tiempo de recuperacion.
Al término, se retir6 el medio de cultivo y las células se lavaron con 1 mL de solucion
salina para despegarlas con tripsina durante 10 min. Para concentrar las células, se

centrifugaron a 1,300 rpm (125 x g) durante 5min. Se decant6 la solucién y se les
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agregaron 100 uL de solucion salina para un lavado con centrifugacion a 1,300 rpm (125 x
g) durante 5 min. Nuevamente se decantd la solucion y las células concentradas se
resuspendieron en 100 pL de solucion salina. En portaobjetos previamente preparados y
cargados con silano, se realizaron frotis por tratamiento y se dejaron secar a 37°C. Estas
muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 25 min, para posteriormente

revelar la presencia de la fragmentacion del DNA siguiendo las instrucciones del “kit”.

Las laminillas de tres experimentos independientes se evaluaron en un microscopio de
campo claro Leica DMi8 y se cuantificaron el nimero de nudcleos en 100 células por

tratamiento y se expresan como porcentaje de nicleos con fragmentacién de DNA.

Cuantificacion de caspasas activas y de Ki67 como marcador de proliferacion

Se sembraron 15,000 células por tratamiento (por duplicado) en placas de 96 pozos
durante 24 h antes del tratamiento. Una vez terminado el tiempo de exposicion al B[ghi]p
durante 3 h y con recuperacién de 24 h, las células se despegaron con tripsina y se
centrifugaron a 1,300 rpm (125 x g) por 5 min. Para realizar la cuantificacion de caspasas
y de proliferacion en el equipo MUSE (Muse® Cell Analyzer, Merck), se realizaron
conteos de células totales por tratamiento para evaluar los pardmetros en 10,000 células
por cada condicion. Se siguieron las indicaciones del protocolo del “MuseTM
MultiCaspase Kit” (Millipore # MCH100109) y del “Muse Ki67 Proliferation Kit”

(MCH100114).

Western Blot

Se sembraron 500,000 células 24 h antes de la exposicion y se siguid el disefio
experimental anteriormente descrito (Tabla 2). Para extraer la fraccidbn de proteinas
citoplasmaticas se agregaron 100 uL de amortiguador de lisis 4°C (320mM Sacarosa, 10

mM HEPES, 1mM PMSF, 1X solucién inhibidora de proteasas) al boton celular con
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pipeteo constante por 10 min. Posteriormente, se centrifugaron a 3400 rpm (1279 x g) por
10 min a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo y se almacenaron los
extractos citoplasmaticos en caso de necesitarlos. El botdn remanente se suspendié con
100 pL del amortiguador RIPA a 4°C (25mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1% Triton,
0.5% Na-Deoxicolato, 0.5% SDS, 1Mm PMSF, 1X solucién inhibidora de proteasas) por 4
min y se centrifugd a 13,000 rpm (18,701 x g) por 10 min a 4°C. El sobrenadante (fraccion
nuclear) se transfirio a otro tubo para utilizarla posteriormente. Todas las muestras se
cuantificaron mediante el ensayo colorimétrico de Bradford y se almacenaron con

amortiguador Laemmli a una concentracion final 1X.

Las muestras se desnaturalizaron previamente por 10 min a 90 °C a temperatura
ambiente antes de su separacion en una electroforesis SDS-PAGE (20 min a 40 V y 30
min a 200 V). Se cargaron 8 ug de proteinas de la fraccion nuclear y la transferencia de
las proteinas se hizo en una camara humeda fria (25 mM Tris, 190 mM glicina) por 2 h a
40 V. La unién de los anticuerpos no especificos en la membrana de PVDF se bloqued
con 5% de leche (BioRad) en TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.05% Tween-20
pH=7.6) por 30 min a temperatura ambiente. Posterior al bloqueo, se incubé la membrana
con el anticuerpo primario anti AIF (R&D systems) a una concentracién 1:200 por 1 h. Se
realizaron 3 lavados con TBS-T vy se incubd el anticuerpo secundario anti-conejo 1gG
H&L-HRP (Abcam) a una dilucién 1:1000 por 1 h. Se realizaron 3 lavados con TBS-T y se
detect6 la sefial quimioluminescente de las bandas con el reactivo “ECL Prime Western
Blotting Detection” y se analizaron en el equipo “Fusion FX7 chemoluminescence imaging
system”. Después de desnudar la membrana, se utilizé como proteina de control de carga
la histona H4 (Abcam) a una concentracion 1:1000. La densitometria de las bandas se

realizo en el programa Fiji ImageJ software.
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Citometria de flujo

Se sembraron 500,000 células y se expusieron al disefio experimental descrito en la tabla
2. Una vez terminado el tiempo de exposicion, las células se despegaron y se concentro
el boton celular mediante una centrifugacién a 1500 rpm (504 x g) por 8 min. Se tomaron
390,000 células por tratamiento y se lavaron con 2 mL de amortiguador de FACS (1X
PBS, 5% de suero fetal bovino) a 1500 rpm (504 x g) por 5 min. Se decantaron y se les
agregaron 100 uL de FACS a los muestras testigo (sin tincién y control de secundarios),
mientras que a las muestras para la tinciéon se les agregaron 100 uL de la solucién
“Annexin V Binding Buffer” a las muestras y 5 uL del “APC AnnexinV Apoptosis” por 15
min. Para retirar el exceso de tincién, se hizo un lavado con 2 mL de amortiguador de
FACS. Posteriormente, se fijaron las células con paraformaldehido al 4% a 4°C por 20 min
y se pretrataron con 1 mL de la solucion para permeabilizar “Intracellular Staining
Permeabilization Wash Buffer (1X)” y con 2 mL de amortiguador de FACS a 1500 rpm
(504 x g) por 5 min. Se decantaron las muestras y se permeabilizaron por 5 min con el
anterior amortiguador. El anticuerpo anti yH2AX (Millipore) a una concentracién 1:200 se
incubd toda la noche a 4°C. El anticuerpo secundario anti-ratbn Alexa Fluor 488 se
agrego a 1:500 por 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se agregaron 2

uL de la tincion Ki67 Alexa Fluor 647 por 30 min. El andlisis de los datos se realizé en el

citbmetro FACScalibur con el programa FlowJo software (TreeStar).

Preparacion de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de las células NL-20

Se sembraron 500,000 células por tratamiento en cajas Petri de 100 mm, 24 h antes del
tratamiento. Una vez terminado el tiempo de exposicion al B[ghi]p durante 3 h, se retir0 el
medio con pipeta y se realizé un lavado con 5 mL de solucién salina para eliminar

residuos del tratamiento. Las células de 3 h de exposicion se despegaron con solucion
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salina y tripsina mientras que a las células de recuperacion, después del lavado, se les
agregd medio de cultivo y se mantuvieron 24 h en la incubadora a 37°C con humedad

relativa y 5% de CO,.

Las células se concentraron por centrifugacién a 1400 rpm (217 x g) durante 8 min. El
sobrenadante se decanto y se les agregaron 500 pL de amortiguador de lisis frio (320 mM
de sacarosa, 10 mM de Hepes pH 7.4, 0.5% de Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1X coctel
inhibidor de proteinas ThermoSCIENTIFIC # cat 78438 y 162.5 uL de agua) durante 10
min con pipeteo constante para obtener la fase citoplasmatica. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 3400 rpm (1,279 x g) por 10 min a 4°C. El sobrenadante
(fase citoplasmatica) se transfiri6 a otro tubo y se mantuvo en hielo para su posterior

cuantificacion y analisis.

La fraccién celular residual se suspendié en el amortiguador de lisis nuclear frio (10 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaCL 50 mM EDTA, 1% Tritén, 0.5% Na-deoxicolato, 0.1% SDS,
0.5% Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1X coctel inhibidor de proteinas ThermoSCIENTIFIC
Cat #78438 y 330 pL de agua) durante 4 min y se centrifugaron a 13,000 rpm (18,701 x g)

durante 10 min.

Como parte del control de la extraccion de ambas fracciones, se cuantifico la cantidad de
proteina de cada una con 150 pL de fraccion citoplasmatica y nuclear (Tabla 4), de
acuerdo a lo recomendado del “kit” para microensayos con el método de Bradford (Bio
Rad Cat #500-025). De las muestras de dos experimentos independientes en frascos
ambar, se tomaron 95 uL de cada una y se doparon con 5 pL de una solucién stock de
metanol con el deuterado de B[ghi]p-412 [2 Ng/pL]. Todas se mantuvieron a -20°C para su
posterior andlisis. Para el analisis de los extractos por GC/MS/EI, se tomaron 5 uL de

muestra dopada y se colocaron en una sonda para su termodesorcion en el equipo
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Agilent, con una columna J&W 122-3862DB-35ms con dimensiones 60 m x 250 um x 0.25

um.

Tabla 4. Cuantificacién de proteinas (ug/mL) de las fracciones citoplasmatica y nuclear de células expuestas
al vehiculo (DMSO) y a 2 uM de B[ghi]p.

TRATAMIENTO CITOPLASMA NUCLEAR
[ug/mL]
DMSO-3h 7.15 1.27
DMSO-3h 3.77 1.28
DMSO0-24h-R 19.13 1.37
DMSO0-24h-R 19.27 1.35
Blghi]p-3h 13.77 1.26
B[ghi]p-3h 15.18 1.28
Blghi]p-24h-R 18.70 1.29
Blghi]p-24h-R 21.24 1.37

Deteccion y cuantificacién del B[ghi]p por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas con ionizacion por impacto electronico (GC/MS/EI) en
fracciones citoplasmaticas y nucleares de células NL-20

Para cuantificar la cantidad de B[ghi]p internalizado por las células, se utilizaron los
extractos citoplasmaticos y nucleares. Para separar el B[ghi]p de los extractos, se
inyectaron 5 uL de cada extracto (volumen 6ptimo para el analisis) al GC/MS/EIl en modo
“splitless” a 300 °C en una columna capilar (122-3862) de 60 m J&W ultra inerte DB-35ms

(250 pm x 0.25 um de grosor).

Cada andlisis cromatogréafico en el GC/MS/EI se realiz6 con muestras dopadas con el
B[ghi]p-d12 en una sonda por termodesorcion en un cromatégrafo de masas modelo
7890A de Agilent Technologies. El programa de la temperatura del horno se estableci6 a
40 °C por 1 min, seguido de incrementos de temperatura a una velocidad constante de
50°C/min hasta alcanzar los 200°C y luego incrementos de 20°C/min hasta alcanzar los

2335°C. Al llegar a dicha temperatura, la corrida se mantuvo por 16 min. El tiempo total de
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corrida fue de 26.95 min. Se utilizd helio de alta pureza como gas acarreador a un flujo
constante de 1.2 mL/min. El espectrometro de masas oper6 con impacto electronico y los
analisis se hicieron en modo SIM, seleccionando el ion deseado a monitorear (276 para

B[ghi]p y 288 para estandar interno B[ghi]p-d12).

Para calcular la concentracion de B[ghi]p en los distintos extractos de los experimentos
independientes, previamente se establecié una curva de concentracion del PAH en un
intervalo de la curva se definio con las siguientes concentraciones: 10 pg/5uL, 50 pg/5uL,
100 pg/5uL y 200 pg/5uL, cada una con 500 pg/5uL del estandar interno el B[ghi]p

deuterado (B[ghi]p-d12).
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Analisis estadistico

Las diferencias en la presencia de "budds", el numero de nucleos con fragmentacion del
DNA por TUNEL y la cantidad de cometas inducidos, se evaluaron mediante una prueba
de t de Student. La cantidad de 8-oxodG y la prueba de viabilidad se analizaron con la
prueba de ANOVA. Para verificar las diferencias entre las medias de los grupos
experimentales de los datos del porcentaje de las células con vesiculas, la induccion de
los focos de YH2AX y la translocacion nuclear de AlF se utilizé la prueba de t de Student.
Para evaluar los cambios en la expresion de los genes fueron analizados por la prueba U
de Mann-Whitney. Para el andlisis de los resultados de la deteccion y cuantificacion del
B[ghi]p de las fases citoplasmatica y nuclear se evaluaron por comparaciones multiples
mediante ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey’s. Los resultados que se

consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de p<0.05.

44



RESULTADOS PRELIMINARES

El efecto del B[ghi]p en la viabilidad celular es independiente de la via de AhR

La viabilidad de las células expuestas al B[ghi]p disminuyé significativamente (p<0.001) a
76% y 66% para las 6 y 24 h, respectivamente (Figura 11). Los efectos de reduccion de
la viabilidad por la exposicién al B[ghi]p no se ven rescatados por la incorporacion del

antagonista de AhR (Figura 11).

%%
% %

r

—*%%
Jekk

.

100+
Em DMSO

1 Blghilp

% T E Blghilp/CH 223191

80
60

40

% de viabiidad

20

0 T T

AN AS
© ;l,bt

Figura 11. Disminucién de la viabilidad de las células NL-20 expuestas a 6 horas y 24 horas a: vehiculo (0.1%
DMSO), 2 uM de B[ghi]p y 2 uM de B[ghi]p mas 10 uM del antagonista a AhR CH223191.

El B[ghi]p induce diversos efectos genotdxicos en las células NL-20

Con el fin de evaluar los efectos genotéxicos que el B[ghi]p pudiera causar a los nucleos
de las células bronquiales, se evaluaron: la fragmentacion del DNA por ensayo COMETA,
la presencia de nucleos atipicos con protuberancias como yemas o budds (NB), la
apoptosis y la induccién de la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina.

Se encontr6 baja frecuencia de formacion de cometas (nucleos con DNA fragmentado) en
ambos tiempos de exposicion (Figura 12a). De manera contraria, se observd un

incremento significativo del 19% y 30% de NB (p<0.05) en células expuestas al B[ghi]p
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por 6 h 'y 24 h, respectivamente (Figura 12b). Este efecto no disminuy6 en presencia del

antagonista del receptor AhR.
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Figura 12. Porcentaje de nucleos con fragmentacion del DNA (a) y budds (b) en células NL-20 expuestas por
a 6 horas y 24horas a: vehiculo (0.1% DMSO), 2 uM de B[ghi]p y 2 uM de B[ghi]p mas 10 pM del antagonista
a AhR CH223191.

Debido a que desde las 6 h se observo una disminucion de la viabilidad con en el ensayo
de MTT, se corroboré con el ensayo de TUNEL si a partir de este tiempo se encontraba

fragmentado el DNA (Figura 13). El 76% de las células fue positiva a TUNEL y no
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disminuyd aun con el antagonista al receptor AhR. Este resultado fue fundamental para la

decision sobre el tiempo de exposicion del tema central del proyecto de Doctorado.
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Figura 13. Fragmentacion del DNA evidenciada con tincién de Tunel por efecto de la exposicion al B[ghi]p por
6 h. Tratamientos: Testigo positivo células tratadas con 10 U/mL de DNasa, vehiculo (0.1% DMSO), 2 uM de
B[ghilp y 2 uM de B[ghilp més 10 uM del antagonista a AhR CH223191.

Debido a que el efecto genotéxico se comprobd que es independiente de la via AhR, la
cuantificacién de la oxidacion de la guanina (8-oxo-dG) so6lo se evalu6 en las células
expuestas a 2 uM de B[ghi]p durante 6 h y 24 h. A pesar de detectar un incremento de la
8-0x0-dG en las células expuestas al B[ghi]p por 6 h, este dafio no fue estadisticamente
significativo. En las células con 24 h de exposicidn, representaron niveles similares al

testigo (Figura 14).
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Figura 14. Oxidacion de la guanina en células NL-20 expuestas por 6 h'y 24 h a: a: vehiculo (0.1% DMSO) y 2
UM de BJ[ghi]p.

A partir de los resultados preliminares anteriormente descritos, se disefié el modelo y las
estrategias experimentales definitivas que condujeron a la realizacion del articulo requisito
publicado en la revista Toxicology in vitro (apéndice). Los siguientes resultados abordan
principalmente el tema del dafio al DNA, la posible reparacion de este y el andlisis sobre

la internalizacién y permaneciera del B[ghi]p en las células.

RESULTADOS
La exposicién al B[ghi]p produce cambios morfoldgicos en las células NL-20

Entre los cambios morfolégicos mas notables que se observaron desde las 3 h de
exposicion, en el citoplasma se registré un aumento de vesiculas. El 20% y el 30% de las
células expuestas a B[ghilp-3h (Figura 15b) vy B[ghi]p-24h-R (Figura 15d),
respectivamente, presentaron un incremento significativo de vesiculas citoplasmaticas
(p<0.05). Contrario a lo observado en los vehiculos, con el 10% y 15%, respectivamente

(Figura 153, c).
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Figura 15. Células NL-20 vesiculadas por efecto del B[ghi]p. Tratamientos: a) Testigo-3h, b) B[ghi]p-3h, c)
Testigo-24h, d) B[ghi]p-24h-R, e) Porcentaje de las células + error estandar. Tincion con Giemsa [1:10].
Vesiculas citoplasmaticas marcadas con flechas. La barra negra equivale a 20 um. Prueba de t de *Student
p<0.05.

Aumento en la formacion de focos de reparacion por la exposicion al B[ghi]p

Debido a que desde las 3 h de exposicion, se observaron cambios morfolégicos, se

evalud si el B[ghi]p era capaz de dafiar el DNA en dicho periodo. La exposicién al B[ghi]p
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indujo la presencia de la histona yH2AX después de 3 h en el 46% de los nlcleos de las
células con exposicion (Figura 16j). Este porcentaje de la sefal de la histona fosforilada
se mantuvo en el 47% (Figura 16I). Mientras que el porcentaje de las células Testigo-3h y

Testigo-24h-R, fueron entre el 20% (Figura 16i) y el 27% (Figura 16k), respectivamente.

Es importante mencionar que el patron de tincion de la histona se observo a manera de
focos bien delimitados. Ademas, a pesar de la presencia del antioxidante NAC, la
persistencia de los focos de la yH2AX se continu6 observando tanto en las células con 3 h
de exposicion como en las células con 24 h de recuperacion (Figuras 16v, x). Estos
resultados demuestran que el dafio al DNA generado por el B[ghilp en las células de

epitelio bronquial se debe a un mecanismo distinto al incremento de ROS.

B[ghi]p induce cambios en la expresidon de los genes involucrados en la reparacion
del DNA

Debido al dafio al DNA evidenciado por inmunocitoquimica para la histona yH2AX tanto
en las células expuestas a las 3 h como en las células recuperadas 24 h, el siguiente paso
fue evaluar si los genes de reparacion del DNA modulan su expresion como respuesta al
dafio inducido por el B[ghi]p. Para ello, en primera instancia se realiz6 una busqueda de
posibles genes que presentaran cambios en su expresiéon por la exposicion al B[ghi]p, los
cuales participan en las principales vias de reparacion de escision de bases (BER),
escision de nucledtidos (NER), reparacion por recombinacion homéloga (HR) y no
homodloga (NHJR), desajuste de bases (MMR). Todos estos genes se revelaron utilizando
una placa de arreglos de baja densidad para evaluar dafio al DNA y reparacion (Tagman
DNA Repair Mechanism, Fast; Applied Biosystems # 4418773). De los resultados de los
arreglos, se observé que los genes BRCA2, POLB, POLD1, POLG y POLR2C
incrementaron su expresion al menos 2 veces. Y los genes XRCC1, XRCC5, GADD45B la

disminuyeron dos veces (Figura 17).
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Figura 16. Induccion de la histona fosforilada H2AX (yH2AX) en células NL-20 expuestas a los tratamientos: a,
e, i) Testigo-3h con DAPI (a), YH2AX en rojo (e) e integracion (i). b, f, j) B[ghi]p-3h con DAPI (b), yH2AX en
rojo (f) e integracion (j). ¢, g, k) Testigo-24h-R con DAPI (c), yYH2AX en rojo (g) e integracion (k). d, h, I)
B[ghi]p-24h-R con DAPI (d), yH2AX en rojo (h) e integracion (). Las células NL-20 fueron pre-tratadas con 10
mM de NAC y a los tratamientos: m, g, u) Testigo-3h+NAC con DAPI (m), yH2AX en rojo (q) e integracion (u).
n, r, v) B[ghi]p-3h+NAC con DAPI (n), yH2AX en rojo (r) e integracion (v). o, s, w) Testigo-24h-R con DAPI (0),
yH2AX en rojo (s) e integraciéon (w). p, t, X) B[ghi]p-24h-R+NAC con DAPI (p), yH2AX en rojo (t) e integracion
(x). Las flechas muestran los nucleos con focos de yH2AX. La barra blanca equivale a 20 um. Prueba de t de
Student * p<0.05.
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Figura 17. Efecto del B[ghi]p en la expresion relativa de los genes de reparacion del DNA en células NL-20.
Cuantificacion de la expresion en los tratamientos B[ghi]p-3h y B[ghi]p-24h-R mediante doble del CT (2*T)
contra Testigo-3h y Testigo-24h-R, respectivamente. Gen constitutivo 18s.Cada barra muestra el promedio
con + error estandar de dos experimentos independientes.

Con base en estos resultados, se decidi6 realizar un andlisis de la expresion de dichos
genes por RT-gPCR, en células expuestas a 3 h al B[ghi]p y en un lapso temporal de
distintos tiempos de recuperacion: 6 h, 12 h, 18 h y 24 h. Los resultados de tres
experimentos independientes mostraron que la expresion relativa de los genes: BRCA2,
POLB, POLD1, POLG, POLR2C y XRCC6 incrementaron después de 18 h de
recuperacion (Figura 18). Sin embargo, a las 24 h de recuperacion, la expresion de estos
genes fue similar a la observada en las células testigo. En relacién a la expresion de los
genes GADD45B y XRCC1, no hubo incremento > 1.5 en ninguno de los tiempos
evaluados. Para calcular la expresion relativa de los genes, se realizé el 22 con células

expuestas a su correspondiente vehiculo (DMSO).
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Figura 18. Efecto del B[ghi]p en la expresion re
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Incremento de células positivas a apoptosis independiente de caspasas

Debido a la presencia y persistencia de los focos de la YH2AX a pesar del incremento en
la expresion de los genes de reparacion, se evalud si existia fragmentacion del DNA
vinculada a la muerte celular. El B[ghi]p induce la fragmentacién del DNA en el 40% de las
células después de 3 h de exposicion (Figura 19d) y disminuye significativamente (p<0.05)

con el tiempo de recuperacion (Figura 19f, g).

Con base en estos resultados, el siguiente paso fue evaluar si la fragmentacién del DNA
estaba asociada a la activaciéon de la apoptosis, por lo que se analizé la actividad general
de caspasas activas (Figura 20), y la via independiente de éstas mediante la translocacién

nuclear del factor inductor de apoptosis (AIF) (Figura 21).

Los resultados tanto de las células expuestas a 3 h (Figura 20b) como las recuperadas
(Figura 20d) no presentaron un incremento en los niveles de caspasas activas totales

comparadas con sus testigos (Figura 20a, c).
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Figura 19. Fragmentacion del DNA evidenciada con tincién de Tunel por efecto del B[ghi]p. Tratamientos: a)
Testigo positivo tratado con DNasa (10 U/mL), b) Testigo negativo (células sélo con medio), c) Testigo-3h, d)
B[ghi]p-3h, e) Testigo-24h-R y f) B[ghi]p-24h-R. g) Cada barra muestra el promedio con + error estandar de
tres experimentos independientes. Las flechas sefialan las células positivas a la tincion. Prueba de t de

Student *p<0.05.
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Figura 20. Activacion de caspasas totales por efecto del B[ghi]p en las células NL-20. Tratamientos: a)
Testigo-3h, b) B[ghi]p-3h, c) Testigo-24h-R y d) B[ghi]p-24h-R Se muestran los plots representativos de tres
experimentos independientes con el porcentaje de caspasas activas.

Los resultados mostraron que la translocacién de AIF al nicleo se incrementd en un 27%
de las células después de 3 h de exposicion al B[ghi]p (Figura 21j), comparado con un
12% de translocacion en las células testigo (Figura 21i) (p<0.05). Dicho efecto disminuyo
a las 24 h de recuperacion (Figura 21q). En presencia de NAC (10 mM), la translocacién

de AIF (Figura 21l) se redujo a valores similares al vehiculo (Figura 21k) y fue
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estadisticamente significativo comparado con las células con 3 h de exposicién (p<0.05).
Estos resultados evidenciaron que el B[ghi]p indujo apoptosis independiente de caspasas
mediante el aumento de especies reactivas. Estos resultados concordaron con los niveles
de proteina de AIF de los extractos nucleares analizados por Western Blott. Como se
habia demostrado en la imunocitoquimica, sélo las células expuestas por 3 h presentaron
incremento en la expresion de la proteina AIF y decrecié cuando las ROS fueron

inhibidas con NAC (Fig. 21s-t).

Incremento de la proliferacion por el B[ghi]p

Debido a que al aumento de ROS por exposicion a PAHs puede incrementar la
proliferacién (Burdick et al., 2003), se evalu6 el nivel de Ki67 en las células expuestas a
B[ghi]p. Sélo en las células expuestas a B[ghi]p-3h se registré un incremento significativo
del 21% comparado con el testigo (Figura 22; p<0.05) y en presencia del NAC se
abatieron significativamente los niveles de Ki67 (Figura 22; p<0.05) Mientras que las
células con 24 h de recuperaciéon sélo mostraron un 10% mas comparado con su testigo

sin ser estadisticamente significativo (Figura 22).

Los resultados obtenidos sustentan que el B[ghi]p es citotdéxico (muerte celular mediada
por AIF y la proliferacion) principalmente por un incremento en ROS y un efecto
genotoxico (dafio al DNA evidenciado por la presencia de focos de yH2AX) posiblemente

por mecanismos directos del B[ghi]p a la molécula del DNA.
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Expresion relativa de AlF

Figura 21. Inmunodeteccion y nivel de la expresién de la proteina AIF de los grupos experimentales: a, e, i)
Testigo-3h con DAPI (a), AIF en verde (e) e integracion (i). b, f, j) B[ghi]p-3h con DAPI (b), AIF en verde (f) e
integracion (j). Las células NL-20 fueron pretratadas con 10 mM de NAC y fueron expuestas a los grupos
experimentales: c, g, k) Testigo-3h-R+NAC con DAPI (c), AIF en verde (g) e integracion (k). d, h, 1). B[ghi]p-3h-
R+NAC con DAPI (d), AIF en verde (h) e integracion (I). Y los grupos con tiempo de recuperacion: m, o, q)
Testigo-24h-R con DAPI (m), AIF en verde (0) e integracion (q). n, p, r) B[ghi]p-24h-R con DAPI (n), AIF en
verde (p) e integracion (r). Las flechas sefialan los nacleos con AlF. La barra blanca es equivalente a 20 ym.
Prueba de t de Student *p<0.05 y **p<0.01. s) Western blot de la cantidad de AIF en los extractos nucleares
de los distintos grupos experimentales y como proteina de control de carga, la histona H4. t) Cuantificacion de
las bandas de tres experimentos independientes. La expresién de cada grupo experimental se normalizd
AIF/H4 y se compard la expresion contra su respectivo grupo testigo.
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Figura 22. Incremento de la proliferacion por efecto del B[ghi]p en células NL-20. Las columnas muestran el
porcentaje promedio con error estandar de células positivas a Ki67 en los distintos grupos experimentales de
tres experimentos independientes. Prueba de t de Student *p<0.05.

Dafio en el DNA que induce incremento de muerte celular o proliferacion en un

grupo pequefio de células

Debido a que se observé una respuesta celular versatil en presencia del B[ghi]p, se
evaluaron al mismo tiempo dafio al DNA, muerte y proliferacion. Los analisis de citometria
de flujo mostraron que el B[ghi]p causa principalmente dafio al DNA. Del 76% de las
células con marca positiva a la fosforilacion de la H2AX, el 4 y 6% mostraron ademas,
marca positiva para Anexina V o Ki67, respectivamente (Figura 23a, b). Como era de
esperarse, las células positivas hacia Anexina V y Ki67 no se sobreponen (Figura 23c).
Estos datos reflejan que el fenotipo predominante por la exposicion a este PAH es el dafio
al DNA, ademas, existen dos poblaciones con dafio al DNA que sefializaran hacia muerte

o hacia proliferacion.
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Figura 23. Andlisis de dafio al DNA, apoptosis y proliferacion por citometria de flujo. Los marcadores para
yH2AX, Anexina V y Ki67 se analizaron simultdneamente para evaluar los efectos citotoxicos y genotoxicos en
las células NL-20 por efecto del B[ghi]p. a) Perfil representativo de la sefial de Anexina V contra yH2AX. b)
Perfil representativo de los marcadores de Ki67 contra yH2AX. c) Perfil representativo de los marcadores para
Anexina V contra Ki67. Grupos experimentales: Testigo-3h en azul y B[ghi]p-3h en rojo. Se muestran los
porcentajes por cuadrantes de dichos grupos experimentales.

B[ghi]p se internaliza y se mantiene en el ntcleo celular

Los resultados de dos experimentos independientes de CG-MS en los extractos de
fracciones citoplasmaticas y nucleares de células expuestas a 3 h al B[ghi]p y en las de 24
h de recuperacion, demostraron que el B[ghi]p se internaliza en las células y este
permanece principalmente en el nicleo incluso 24 h después de su recuperacion (Figura
24). Se detectaron 9.88 pg/5uL de B[ghi]p en la fase citoplasmatica, mientras que en el
nacleo se cuantificaron 117.8 pg/5uL B[ghi]p. Es decir, la proporcion de distribucion del

B[ghi]p dentro de la célula fue 11 veces mas en el nlcleo que en citoplasma (p<0.001).

En cuanto a las células que se recuperaron con medio de cultivo nuevo por 24 h
posteriores a las 3 h de exposicion, se detectdé sélo B[ghilp en la fase nuclear (53.89
pg/5uL) (Figura 24). Como testigo, en los extractos de los vehiculos solo se detecto el

estandar interno, el B[ghi]p-d12 que se adicion6 en todas las muestras.
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Figura 24. Cromatograma representativo de la deteccion del B[ghi]p en los extractos citoplasmaticos (Ci) y
nucleares (Nu) de los grupos experimentales, Testigo-3h, B[ghi]p-3h y B[ghi]p-24h-R; a) Cromatograma
representativo de los extractos citoplasmatico y nuclear con el ion m/z 276; b) Concentracién del B[ghilp
(pg/5uL) en los extractos citoplasmaticos y nucleares. Prueba de ANOVA Post hoc Tukey ** p< 0.01, ***
p<0.001.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES DE RESULTADOS PRELIMINARES

Efectos genotéxicos del B[ghilp en tiempos cortos de exposiciébn son
independientes de la via de desintoxicacion de AhR

La via de desintoxicacién de xenobi6ticos como los PAHs mas estudiada y conocida es la
via de AhR. Sin embrago, no se sabe si dafios celulares y la activacion de la via de AhR
se pueden iniciar desde tiempos cortos de exposicién del B[ghi]p. Para responder esto
ultimo, en este trabajo se evaluaron los dafios genotéxicos y su relacion con la via de AhR

a 6 y 24 h de exposicién a B[ghi]p.

A pesar de la presencia del antagonista de la via de AhR, esto no fue suficiente para
evitar la disminucién de la viabilidad. Una respuesta similar a lo reportado en células
alveolares A549 expuestas a 2 uM durante 14 h al B[ghi]p, en el que reportaron el 68% de

viabilidad (Genies et al., 2016).

Los resultados indican que el B[ghi]p es citotoxico y posiblemente la integridad de la
mitocondria de las células expuestas esta comprometida, disminuyendo la cantidad de
células metabdlicamente activas y aumentado el estrés celular. La materia particulada
(PM) y las emisiones de combustibles a la que se encuentran asociados los PAHS, se ha
observado que interfieren en el funcionamiento de la mitocondria, tanto en el transporte
de electrones como en la permeabilidad transitoria de la apertura del poro mitocondrial

(Xia et al., 2007).

En el presente trabajo se demuestra que la genotoxicidad del B[ghi]p es independiente de
la via de AhR. Esto es congruente con otros trabajos, en donde se ha generado dafio al
DNA con el metabolito del B([a]p, el Benzo(a)pireno-trans-7,8-dihidrodiol-9-10-epoxido

(BPDE) independientemente del proceso metabdlico de la via AhR (Hockley et al., 2007).

62



Cabe destacar que en otras lineas celulares como la de hepatoma HA4IIE, se demostrd
también que el B[ghilp es un inductor débil a AhR comparado con el agonista por
excelencia TCDD, requiriéndose una concentracion de 10 uM de B[ghi]p para alcanzar el

mismo efecto que se induce con tan solo 100 pM de TCDD con 6 h de exposicién.

Los procesos de mutagénesis o genotoxicidad y la potencia para activar a AhR son
propiedades de los PAHs que pueden ocurrir de forma independiente (Machala et al.,
2001). Esto se ha demostrado con el Benzo[Kk]fluoranteno el cual fue un inductor potente
de AhR, pero fue un genotéxico débil al producir niveles bajos de aductos en el DNA de

células de epitelio alveolar de adenocarcinoma A549 (Libalové et al., 2014).

Ademas, los resultados mostraron un bajo nimero de cometas, hecho que permite sugerir
una cantidad pequefia de rompimientos de la molécula de DNA por el B[ghi]p. Este
resultado sugiere que el potencial genotéxico de este PAH no es mediante la
fragmentacion del DNA, ya que en células de fibroblasto de pulmén de criceto V79, ain
con 50 UM se detect6 baja frecuencia de cometas y poca fragmentacién del DNA y no

hubo cambio con activacion metabdlica (Platt et al., 2008).

La frecuencia de cometas inducido por la exposicion al B[ghilp es bajo adn en
concentraciones diez veces mas alta que la del presente trabajo (2 uM), como se observo
en linfocitos periféricos humanos, donde la exposicion a este hidrocarburo produjo
alrededor del 9% de cometas y con activacion metabdlica S9 aument6 cerca del 28%
(Rodriguez-Romero et al., 2012). Sin embargo, al analizar los nucleos después de la
electroforesis unicelular de las células expuestas, se observl un porcentaje importante de
nucleos atipicos, con yemas (NB) tanto a las 6 h como a las 24 h de exposicion. Estas
anormalidades del nucleo, podrian ser regiones de DNA amplificado que las células
remueven durante la fase S del ciclo celular como se ha observado en células en interfase

(Fenech, 2002).
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Casi todos estos NB se piensa son originados de fragmentos acéntricos teloméricos o
intersticiales, posiblemente representando DNA atrapado en la membrana nuclear que ha
estado en él después de la division nuclear, o exceso de DNA que es excluido del nucleo
y estan conectados estrechamente al ndcleo a través de un tallo de material
nucleoplasmico. Estos eventos se han asociado con inestabilidad cromosémica (Fenech
et al., 2011; Lindberg et al., 2007). Dutra y colaboradores (2010), demostraron al marcar
todos los cromosomas con sondas fluorescentes y evaluar el efecto genotoxico de la
zidovudine en células de mesénquima de médula 6sea, que menos del 50% de los NB
contiene sefiales positivas para uno o dos cromosomas, sin embargo, mas del 50% no
tienen ninguna sefial de marcaje, incluso algunos tienen la presencia de centrémero
(Dutra et al., 2010). Esto sugiere que los NB pueden contener fragmentos de cualquier

cromosoma y ademas no representan solamente zonas de amplificacién.

Por otra parte, los NB son biomarcadores sensibles a exposicién de diversos compuestos
(Nersesyan, 2005). Un ejemplo de ello son las mezclas de PAH a las que se exponen los
trabajadores de hornos del carbon, en los que se incrementan 3.5 veces mas los NB, que
en el personal testigo. Este podria ser un biomarcador de dafio cromosémico y su

frecuencia podria relacionarse con el tiempo de exposicién (Duan et al., 2009).

En las células NL-20 expuestas al B[ghi]p el hecho de que su aparicién comience desde
tiempos cortos de exposicion, independiente de la via de desintoxicacion mediada por

AhR, sugiere que los NB pueden funcionar como marcadores temprano de exposicion al

B[ghi]p.

El B[ghi]p es un PAH que no tiene regiones bahia ni golfo, como los PAHs mas toxicos,
posiblemente por ello se registré un incremento discreto de la oxidacion de la guanina,
principalmente de la 7,8-dihidroxi-8-oxo-2"-deoxiguanosina (8-oxo-dG). La formacién de

esta base oxidada es importante porque junto a otras oxidaciones de bases, si no son
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reparadas, producen mutaciones durante la replicacion como las transversiones (Marnett
y Plastaras, 2001). Al ser dafios de deteccion rpida, a las 24 h exposicion ya se
observaron niveles similares al control, como lo reportado en pulmones de ratén
expuestos a humo de cigarro, donde el nUmero méaximo de 8-oxo-dG se alcanz a las 6 h
de exposicién y la cantidad de estas bases oxidadas disminuyé posterior a las 20 h de
recuperacion, por lo que el mecanismo tipo BER actia de manera eficiente en la

reparacion de estas lesiones (Thaiparambil et al., 2007).

En este trabajo se demostrd6 que la exposicion a B[ghi]p funciona como un agente
genotoxico cuyo efecto no depende de la via de desintoxicacion de AhR. El B[ghi]p es
capaz de inducir dafios morfolégicos a las células, disminucion de viabilidad, formacion de

NB e induce oxidacion de la guanina en la forma 8-oxo-dG.
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DISCUSION

En el presente trabajo, se encontr6 que el B[ghilp produce dafios citotdxicos y
genotoxicos en las células bronquiales humanas NL-20. Los efectos citotoxicos como la
muerte celular mediada por AIF y el incremento de la proliferacion, se observaron
Unicamente a las 3 h de exposicibn y son bloqueados por la inhibicion de ROS. La
presencia del B[ghi]p en el citoplasma puede relacionarse directamente con dichos dafos.
Por otro lado, los efectos genotéxicos como la formacién de focos de yH2AX producidos
por el B[ghi]p independientemente de ROS después de 3 h podria estar vinculado a un
dafio directo con la molécula del DNA. La internalizacién del B[ghi]p al nucleo y su

persistencia en él, son factores relacionados al dafio al DNA.

Es notable que los efectos citotoxicos y la presencia del PAH en el citoplasma no duran
mas de 24 h después de que se desechd del medio, excepto con la formacion de
vesiculas. Sin embargo, los focos de yH2AX auln persisten, lo que sugiere que la

presencia de B[ghi]p en el nicleo mantiene el dafio genotdxico (Figura 25).

Debido a que los PAHs son compuestos altamente lipofilicos, se ha comprobado que su
difusion sucede de forma pasiva en cuestion de minutos, a través de las membranas
celulares hacia el citoplasma, donde pueden ser metabolizados o almacenados en
organelos con una gran cantidad de lipidos, principalmente en vesiculas lipidicas y en el
reticulo endoplasmatico (de Gelder et al., 2018; Furuno et al., 2012; Gerde et al., 1997;

Kang et al., 2010; Murphy et al., 2008; Subashchandrabose et al., 2014; Wild et al., 2005).

En el presente trabajo, se corroboré que a pesar de exponer las células a 2 uM de B[ghi]p
durante un tiempo corto de 3 h, las vesiculas citoplasmaticas ya estan presentes en
algunas células, sin embargo, su presencia fue mas evidente en las células recuperadas

24 h.
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En otros trabajos, se ha documentado que ocurren alteraciones en la estructura y en la
composicion de las membranas celulares por efecto de la exposicién a los PAHs (Dendele
et al., 2014; Gdula-Argasinska et al., 2015; Rowan-Carroll et al.,, 2013). Asimismo, se
comprobd que la citotoxicidad del B[a]p es producida por los cambios en la dindmica
membranal y por el aumento de ROS, lo cual fue abatido afiadiendo colesterol como un
estabilizador de la membrana (Gorria et al., 2006). Posiblemente, el B[ghi]p podria alterar
la membrana celular al atravesarla y/o generar cambios en la dindmica vesicular. La

naturaleza de estas vesiculas se continlia estudiando en nuestro laboratorio.

El B[ghi]p indujo cambios en el nucleo de las células de epitelio bronquial. Los nucleos
atipicos y las células multinucleadas se han reportado en células expuestas a la muestra
organica de PM,s, con gran contenido de B[ghilp (Miguel-Pérez et al., 2013). La
exposicion crénica a una mezcla de PAH como Fluoreno, Fenantreno, Antraceno,
Fluoranteno, Pireno, Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno,
Benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pireno, indeno [1,2,3-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno y
Benzo[ghi]perileno en células epiteliales de pulmdn provoca también ndcleos atipicos,

dafio en el DNA e inestabilidad gendémica (Bai et al., 2017).

El dafio al DNA por exposicién al B[ghi]p, principalmente se ha asociado con un aumento
en la producciéon de ROS que provocan oxidaciones en las bases como la de la guanina
(8-OHdG) (Rodriguez-Romero et al., 2012). Sin embargo, en el presente trabajo, la sefal
de la yH2AX no disminuyd en presencia del antioxidante NAC, por lo que los efectos

genotdxicos no son atribuibles a un aumento en la produccién de ROS.

La presencia de focos de la histona yH2AX indica que se estan produciendo rompimientos
de doble cadena del DNA (DSB), lo cual no disminuy6 con el tiempo de recuperacion. La

fosforilacion de la histona H2AX promueve una estructura abierta de la cromatina para
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facilitar su reparacion mediante los elementos de respuesta al dafio al DNA (DDR).

Cuando los DSB se han reparado, los focos de YH2AX desaparecen (Bonner et al., 2008).

Se ha observado que cuando ocurre un fallo en el arresto celular y pérdida de los DDR, se
pueden promover altos niveles de inestabilidad genémica (Paull et al., 2000). Debido a
que la reparaciéon de los DSB por NHEJ no depende tanto de una fase del ciclo celular
como la HRE (Mijelle et al., 2015; Rossner et al., 2014), se esperaria que las células
expuestas a B[ghi]p presentaran un incremento de genes como XRCC1, XRCC5 vy
XRCC6 desde las 3 h que se registra dafio en el DNA. Sin embargo, no se observoé la

expresion de estos genes.

Ademas, los focos de yH2AX no disminuyeron en las células recuperadas. Estos
resultados representan la posibilidad de que el dafio en el DNA no ha sido reparado.
Ademas, deficiencias en la reparaciéon, por ejemplo de las BER, pueden producir SSB
intermediarios los cuales dan origen a nuevos DSB y propiciar la inestabilidad genémica
(Bonner et al., 2008). No obstante, existen trabajos que sugieren la persistencia de focos
después de haberse ligado los DSB (Mirzayans et al., 2006). Otra posibilidad es que la
actividad transcripcional se detenga y pueda inducir la aparicién de focos de yH2AX cerca
de los rompimientos de cadenas de DNA (Solovjeva et al., 2007). Y dado que el B[ghi]p
siguen en el nucleo, existe la posibilidad de que éste genere constantemente DSB o esté
formando aductos. Sobre su potencial para inducir dichos aductos ha sido comprobado
tanto in vitro (Pan et al., 2013) como en un modelo animal (Labib et al., 2016). En este
altimo trabajo, sorprendentemente se registr6 que B[ghilp fue el segundo PAH mas

potente para formarlos.

Se ha comprobado que el B[ghi]p a una concentracion de 10 uM puede inducir focos de
yH2AX de B[ghilp en células intestinales LS 174t y de col6n Caco 2. Sin embargo, es

menos genotoxico que el B[a]p (Audebert et al., 2012). Se sabe que la estructura de los
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PAHSs es un factor importante para su potencial mutagénico y carcinogénico (Mattsson et
al., 2008). A pesar de que la H2AX se fosforila principalmente por la aparicion de los DSB,
también puede fosforilarse por otro tipo de dafio como es la formacién de aductos, como
se ha reportado en células a A549, posterior a las 3 h de exposicion a los diol-epdxidos de
Bla]p y al D[a,l]p, (Mattsson et al., 2009). Es importante resaltar que en dicho estudio se
descart6 la sefal de la yH2AX con DSB, por tener resultados negativos de fragmentacién

mediante electroforesis unicelular o “Ensayo Cometa”.

De acuerdo con los resultados obtenidos, a las 18 h de recuperacion se registro
incremento de la expresion de los genes que participan en la reparacion como BRCA2 (9
veces mas) y POLDL1 (4 veces mas), los cuales se expresan principalmente en la fase S
del ciclo celular para reparar los DSB por HR (Zaboikin et al., 2017). No obstante, las
células recuperadas 24 h aun presentaron la marca de la yH2AX, indicando como se ha
mencionado que la presencia del B[ghil]p en el ndcleo sigue dafando el DNA. La
induccién de la expresion de estos genes de HR, también podria revelar un segundo
efecto vinculado a un aumento de células en la fase S como se describié en el trabajo de
Chramostova y colaboradores (2004) en células hepaticas WB-F344 con 10 uM de B[ghi]p

(Chramostova et al., 2004).

El hecho de que aun persista tanto el B[ghi]p como la sefial de la yH2AX en el nucleo
después del tiempo de recuperacidon, sugiere que existen aductos sin reparar, o
rompimientos generados durante una reparacién errébnea o simplemente representen

inestabilidad genémica como se observo con el B[a]p (Tung et al., 2014).

Es un hecho que las células NL-20 detectan el dafio provocado por el B[ghi]p, lo cual lleva
a un incremento en la fosforilacion de la H2AX y con ello, al incremento de expresion de
genes de reparacion de BRCA2, POLD1, XRCCS6, los cuales se relacionan entre otras

funciones, con el mantenimiento de los telomeros (Dilley et al., 2016; Robles-Espinoza et
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al., 2015; Zimmer et al., 2016). Zonas como los telomeros, son sitios mas susceptibles al
dafio por PAH, ya que la reparacién de éstos o de los sitios cercanos a ellos no es
eficiente, lo que puede incrementar la inestabilidad gendmica (Franceschin et al., 2012;

Fumagalli et al., 2012).

Recientemente, en el trabajo de Ke y colaboradores (2018), se clasific al B[ghi]p entre
los PAHs con efecto citotoxico moderado, al incrementar del 20% al 30% la muerte
celular en las células de carcinoma de epitelio alveolar (Ke et al., 2018). En el presente
trabajo, el 27% de las células fueron positivas a la translocacién nuclear de AlF, proceso
implicado en la apoptosis independiente de caspasas y porcentaje similar a lo reportado

por Genies y colaboradores (2006) en células de epitelio alveolar A549 expuestas a 2 uM

de B[ghi]p (Genies et al., 2016).

En presencia de NAC, la translocacion de AIF de la mitocondria al nucleo disminuyo
significativamente. Es decir, la presencia del antioxidante detiene el efecto apoptético del
B[ghi]p. Una respuesta similar a lo que ocurri6 en este sistema, se ha comprobado con las

células hepéticas de rata F258 expuestas al B[a]p mas NAC (Huc et al., 2007).

Se ha demostrado en células de epitelio bronquial humano BEAS-2, A459 y 16HBE140
que los PAHs asociados a particulas, penetran en la mitocondria y provocan la pérdida de
la permeabilidad y la muerte celular (Bansal et al., 2014; de Gelder et al., 2018; Gualtieri

et al., 2009; Li et al., 2003; Petecchia et al., 2009; van der Toorn et al., 2009).

Aungue en las células con 24 h de recuperacion continta evidencidndose el dafio al DNA,
éste ya no produce un incremento en la apoptosis como ocurrio en el 27% de las células a
3 h, lo que puede indicar que estas células a pesar del dafio ya no activan sefiales para
apoptosis. Cabe destacar que la fragmentacion de DNA evaluada con el ensayo de Tunel,

fue positiva en el 40% de las células a las 3 h. La fragmentacion del DNA que se visualiza
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mediante esta técnica, no sélo marca los DSB asociados con apoptosis, sino también
SSB con extremos 3’-OH, los cuales no necesariamente dirigiran hacia apoptosis (Kanoh
et al.,, 1999). Estos SSB podrian ser reparados por enzimas como POLB y POLD que
tuvieron una expresion incrementada a las 18 h. En el periodo de recuperacion, parte de
las células con dafio (alrededor del 27%) sufriran apoptosis y otro grupo de células (46%)

mantendran la marca de la yYH2AX sin comprometer la viabilidad de éstas..

Cuando ocurre algun estrés en las células, las sefiales de supervivencia consisten en una
combinacién entre incrementar la proliferacion o el bloqueo de la apoptosis, promoviendo
alteraciones en el ciclo celular. Puede ocurrir que las células escapen del arresto celular
aun con dafio en el DNA y se favorezca la proliferacibon como ocurre en las células
tumorales (Serrano y D’Amours, 2014; Venkatesh et al., 2015). Se comprobé que las
células expuestas al B[ghi]p proliferan y son el 82% positivas al marcador Ki67 después

de 3 h de tratamiento y el 75% en las células recuperadas.

Cabe destacar que se pudo identificar en un pequefio grupo de células con la histona
H2AX fosforilada que activardn su muerte celular o presentaran incremento en su
proliferacién. Se sabe que, ante el estrés celular, el dafio permanente y la muerte que
inducen agentes externos, se activan respuestas de reaccion temprana mediante la
modulaciéon de genes para controlar la proliferacion, transformacion y apoptosis de las
células expuestas a dichos xenobioticos (Devary et al., 1991; Li et al., 2015; Salcido-

Neyoy et al., 2015).

Tal pareciera que el dafio que genera el B[ghi]p evidenciado por la fosforilacién de la
H2AX y su presencia en el nacleo, no es suficiente para que las células arresten el ciclo
celular y se lleve a cabo una reparacion rapida y eficiente del DNA. Existe un modelo, en
el que se propone que aun con el dafio al DNA, las células escapan de dicho arresto y la

reparacion se lleva a cabo por otras vias que no dependan de éste. En cambio, en dicho
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proceso se favorece la reparacion hasta la fase de G2/M (Rodriguez et al., 2012, 2015).
Esto podria explicar porque aun con el dafio en el DNA, las células presentan el
incremento de la expresidon de las enzimas de reparacion hasta las 18 h de recuperacion.
Ademas, en el modelo también encuentran que las células se dividen aun sin la
reparacion eficiente del DNA, lo que incrementa la viabilidad, pero también la inestabilidad
gendmica. La posibilidad de que el B[ghi]p sea un inductor de inestabilidad genomica,

puede estar vinculada a su presencia y persistencia en el nicleo 24 h después de su

exposicion (Figura 25).
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Figura 25. Modelo del efecto citotdxico y genotdxico del B[ghi]p inducidos en células bronquiales NL-20.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontr6é que el B[ghi]p produce dafios cito y genotoxicos a las
células de epitelio bronquial NL-20 que fueron expuestas a dicho compuesto. Cambios en
la morfologia celular, la muerte celular mediada por AIF y el incremento en la proliferacion
se registraron desde las 3 h de exposicion y se bloquearon por la inhibicién de ROS. Por
lo tanto, la presencia del B[ghi]p en el citoplasma puede contribuir a producir dichos dafios
citotoxicos. Por el contrario, la presencia de este PAH en el nucleo puede directamente
ser responsable de los dafios genotdxicos sobre la molécula del DNA. Ademas, después
del tiempo de recuperacion, las células mantienen el B[ghi]p solamente en el nlcleo, en el
cual persiste el dafio, lo cual refuerza la idea de que el dafio es directamente provocado

por el PAH.
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PERSPECTIVAS

Es importante realizar la ultraestructura de las células expuestas a 3 h y en las
células con distintos tiempos de recuperacion para poder determinar el origen y las
implicaciones biolégicas de las vesiculas citoplasmaticas. Por ser un compuesto
altamente lipofilico, posiblemente podria afectar organelos como el Reticulo

Endoplasmaético.

Debido a que se demostré que el B[ghil]p puede generar dafio en el DNA y
permanecer en el nucleo de las células, es importante analizar ambos hechos con
tiempos de recuperacion mayores a 24 h. Ademas, seria importante determinar si
el B[ghi]p estd formando aductos con el ADN y/o con ciertas proteinas o se
encuentra en una zona especifica del nacleo como los telémeros y pueda causar

inestabilidad gendémica.

Otro aspecto importante a estudiar son las consecuencias entre el incremento de
la proliferacion de las células aun con dafio al DNA sin reparar y el envejecimiento

de las células.

Por dltimo, es importante considerar que debido a la variabilidad en la respuesta
celular hacia el B[ghi]p, seria fundamental para proximos estudios que las células
se sincronicen el ciclo celular previamente a la exposicion y se realicen andlisis del

transcriptoma de células unicas “Single-cell RNA sequencing”.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Benzo[ghi]perylene is the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbon in the atmosphere of highly polluted
Benzo[ghi]perylene cities with high altitudes like Mexico City. We evaluated the in vitro cytotoxic and genotoxic effects that Benzo
DNA damage [ghilperylene could induce to the bronchial cell line NL-20 after 3h of exposure. Furthermore, exposed cells
yH2AX foci

were washed and maintained for 24 h without the treatment (recovery time), in order to evaluate a persistent
damage to the cells. We found that at 3h of exposure, 20% and 47% of the cells displayed cytoplasmic vesicles
(p < 0.05) and yH2AX foci in the nuclei (p < 0.05), respectively. Furthermore, 27% of cells showed translo-
cation of the factor inductor apoptosis into the nuclei (p < 0.05) and an increase of proliferating cells was also
observed (21%, p < 0.05). The cells after recovery time continued displaying morphological changes and
yH2AX foci, despite of the increased expression (> 2-times fold change) of some DNA repair genes (p < 0.05)
found before the recovery time. We also found that the cell nuclei contained Benzo[ghi]perylene after the ex-
posure and it remains there after the recovery time (p < 0.01). Therefore, hereby we report the cytotoxic and
genotoxic effects that Benzo[ghi]perylene is capable to induce to NL-20 cells.

Caspase-independent apoptosis
Cell proliferation
Permanent DNA damage

1. Introduction et al., 2003; Lin et al., 2015; Miguel-Pérez et al., 2013; Samara et al.,

2015; Subashchandrabose et al., 2014; Zaragoza-Ojeda et al., 2016). It

The atmosphere of cities with high pollution contains urban parti-
culate matter with a diameter of 2.5um (PM,5s) with organic com-
pounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). PAHs are
considered a health risk, mainly due to their association with increased
morbidity and mortality from acute and chronic cardiopulmonary dis-
eases to lung cancer (Salcido-Neyoy et al., 2015). Several studies car-
ried out both in vitro and in vivo have revealed that PAH cause cellular
morphological changes such as atypical nuclei, the presence of cyto-
plasmic vesicles, the accumulation of lipid-protein droplets, a vacuo-
lated cytoplasm, structural alterations in the mitochondria, dilatation of
the ER, and changes in the structure and dynamics of membrane lipids
(Ali et al., 2015; Gdula-Argasinska et al., 2015; Gualtieri et al., 2009; Li
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E-mail address: farenashuertero@yahoo.com.mx (F. Arenas-Huertero).
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has been shown that diffusion of PAHs occurs passively through the cell
membrane, once in the cytoplasm this hydrocarbon can be metabolized
or stored in organelles with a large amount of lipids, vesicles and en-
doplasmic reticulum (de Gelder et al., 2018; Furuno et al., 2012; Gerde
et al., 1997; Kang et al., 2010; Murphy et al., 2008; Subashchandrabose
et al., 2014; Wild et al., 2005).

In cities highly polluted like Mexico City, Benzo[ghilperylene (B
[ghilp) is the most abundant PAH in its atmosphere; it is generated
mainly by the incomplete combustion of gasoline in vehicles engines
(Amador-Munoz et al., 2011). The airways are the main route of entry
into the human body of PAHs, which accumulate mostly in the lungs
(Armstrong et al., 2004). The updated 2010 IARC (International Agency
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Table 1
Experimental design and groups.
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Group Experimental design
Control-3h NL-20 cells cultured in medium (HAM-F12) plus 0.0056% DMSO (vehicle) for 3 h.
B[ghilp-3h NL-20 cells cultured in medium (HAM-F12) plus 2 uM B[ghi]p in 0.0056% DMSO for 3h

Control-24 h-R
B[ghilp-24 h-R

NL-20 cells cultured in medium (HAM-F12) plus 0.0056% DMSO for 3h and then cultured for 24 h with the culture medium alone.
NL-20 cells cultured and exposed as the B[ghi]p-3 h group followed by a recovery time of 24 h, with the cells cultured in medium alone.

for research of cancer) report, established that B[ghi]p is a non-carci-
nogenic compound to humans; however, such report was based on the
results of studies of mice exposed to this PAH by cutaneous application
that were carried out almost 30 years before (Deutsch-Wenzel et al.,
1983). It should be noted that the formation of epidermoid sarcomas
was recorded only in 11% of the rats to which 4 mg of B[ghi]p was
applied via intrapulmonary, whereas 1 mg of Benzo[a]perylene (B[alp)
produced tumors in 94% of the rats (Deutsch-Wenzel et al., 1983).
However, B[ghi]p produced mutagenicity in the Ames test with exo-
genous metabolic system (Platt and Grupe, 2005) and in the Muta™-
Mouse rodent assay (Long et al., 2016).

There are several studies in vitro and in vivo that have shown that B
[ghilp can induce the formation of stable adducts in the DNA (Hughes
and Phillips, 1993; Labib et al., 2016; Long et al., 2016; Pan et al.,
2013). More recent studies have also shown that B[ghi]p produces the
metabolites 3,4-oxide B[ghi]p and 3, 4, 11, 12 dioxide B[ghilp, both of
which are may form stable adducts with guanine and adenine (Pan
et al., 2013). Furthermore, B[ghi]p can cause DNA fragmentation (Platt
et al., 2008), guanine oxidation (Isabel et al., 2012) and presence of
H2AX phosphorylation (yH2AX) foci (Audebert et al., 2012; Hughes
and Phillips, 1993; Labib et al., 2016; Pan et al., 2013).

In mice exposed to B[ghilp by oral gavage, it was shown that this
HAP can cause alterations in processes related to endocytosis, in-
tracellular transport, lipid and amino acid metabolism, proteolysis and
in the Wingless pathway (Wnt) (Labib et al., 2016). In a previous work
from our group, Zaragoza-Ojeda et al. (2016) found morphological
changes in cytoplasm, oxidative stress and the activation of the Ah
receptor (AhR) in a bronchial cell line exposed to three different con-
centrations of B[ghi]lp for 48 h. However, the cytotoxic and genotoxic
effects of B[ghi]lp during acute exposure in this system are still un-
known. In the present study we found that B[ghi]p is cytotoxic, geno-
toxic and that it remains in the nucleus despite of recovery time of the
cells for 24 h.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Analytical standard of B[ghi]p with chemical purity 98% (CAS 191-
24-2) was provided by Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) and dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO) obtained by Sigma-Aldrich. Also, N-
acetyl-cysteine (NAC) was obtained by Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Primary antibodies anti yH2AX, AIF and H4 were purchased from
Merc Millipore (Frankfurter, Germany), R&D systems (Minneapolis,
Minnesota, USA) and Abcam (Cambridge, MA, USA), respectively.
Secondary antibodies Alexa Flour® 594, Alexa Flour®488, FITC were
obtained from Thermo Fisher (Waltham, Massachusetts, USA), Abcam
(Cambridge, MA USA) and Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas,
USA), respectively. Secondary antibody anti-rabbit (IgG-HRP) was
purchased from Abcam (Cambridge, MA, USA). Mounting medium
Vectashield was obtained from Vector Laboratoires (Burlingame,
California USA). Bradford protein assay, 4 X Laemmli Sample Buffer,
nonfat dry milk and PVDF membranes were purchased from BioRad
(Hercules, CA, USA). ECL Prime Western Blotting Detection reagent was
purchased from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). First strand
cDNA kit, Maxima SYBR Green qPCR and protein inhibitor cocktail

were provided by Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, USA);
DeadEnd Colorimetric TUNEL System kit was purchased from
PROMEGA (Madison, Wisconsin, USA); Muse™ MultiCaspase kit and
Muse™ Ki67 Proliferation Kit were obtained from Millipore (Burlington,
Massachusetts, USA); APC Annexin V Apoptosis Detection kit with 7-
ADD and Ki67 Alexa Flour 647 were provided by BioLegend (San Diego,
California, USA).

2.2. Cell culture

Human bronchial epithelial non-tumoral cell line NL-20 (CRL-2503)
was obtained from the American Type Culture Collection, (ATCC®
CRL2503). NL-20 cells were cultured in HAM-F12 medium supple-
mented with 5% FBS, 1% r-glutamine, 1% non-essential amino acids,
5 pg/mL of insulin, 10 ng/mL of epidermal growth factor, 1 ug/mL of
transferrin, 500 ng/mL of hydrocortisone, 100 pg/mL of streptomycin
sulfate and 100 pg/mL of penicillin/streptomycin, under the following
conditions: 37 °C, 5% CO, and relative humidity. The cells were de-
tached from dishes using 0.025% trypsin for 10 min and they were
centrifuged at 1300 rpm for 8 min.

2.3. Blghi]p preparation and cell exposure

One mg of B[ghilp was dissolved in 100 uL. DMSO and this stock
solution was diluted in the culture medium to a final concentration of
2uM. The NL-20 cells were exposed to B[ghilp according to the ex-
perimental scheme depicted in Table 1.

All experiments were performed in three independent biological
experiments and the results were obtained by triplicate (technical re-
plicates) of each biological experiment. In order to verify whether the
cytotoxic and genotoxic effects of B[ghi]lp were due to oxidative stress,
cells were exposed to 10 mM of the glutathione precursor N-acetyl-cy-
steine (NAC) and then subjected to the experimental scheme described
above. Experimental groups thus are named the same than in Table 1
but with the +NAC suffix after the group name.

2.4. Analysis of vesicles appearance

6 x 10* cells were seeded on sterile coverslips. Subsequently, they
were exposed to B[ghilp under the previously described exposure
scheme and afterwards were fixed with absolute methanol at —20°C
for 5min. Coverslips with cells were allowed to dry, and were then
stained with 500 pL of Giemsa dye [1:10] for 10 min. They were washed
to remove the excess dye and allowed to dry before mounting them
onto slides using resin. The cells were observed under an optical mi-
croscope Leica DMi8 at 100 X magnification, and photographs were
taken of each treatment to reveal the morphological changes in the
cytoplasm. One hundred random cells were analyzed on each slide to
quantify the presence of vesicles. This quantification was repeated for
three independent experiments.

2.5. Immunofluorescence staining of yH2AX and the apoptosis-inducing
factor (AIF)

6 x 10* cells were cultured 24 h before exposure onto coverslips
pre-treated with poly-1-lysine [1:10] into 35 mm Petri dishes. At the end
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of the exposure time, the cells were washed with 1 mL of PBS and they
were fixed with absolute methanol at —20°C for 5min. The fixative
was then removed and the cells washed 3 times with PBS for 5min
each. One mL of 0.2% Triton in PBS was used per sample for 30 min to
permeabilize the cells. Subsequently, 3 washes were performed with
1 mL of PBS and background noise was blocked with 1 mL of 50 mM
glycine. Glycine was then removed and 100 pL of 0.1% BSA in PBS
supplemented with 10% goat serum was added for 1 h. Samples were
washed twice with 1 mL of PBS and 35 pL of diluted primary antibody
was added and incubated for 30 min at room temperature (RT) followed
by incubation for 24 h at 4°C in a humid chamber. The primary anti-
bodies used were anti-mouse anti-yH2AX [1:200] and anti-rabbit anti-
AIF [5:100] diluted in PBS as indicated.

The next day, 3 washes of 10 min each were performed with 1 mL of
0.05% tween in PBS. 14 uL of the following secondary antibodies were
added over 90 min: anti-mouse Alexa Flour594 [1:200] and anti-rabbit
FITC [1:200] diluted in PBS as indicated. Subsequently, excess of an-
tibody was removed with 3 washes of 0.05% Tween in PBS for 10 min
each and 1 wash with PBS for 10 min.

The samples were incubated with 100 pL. DAPI [10 pg/mL] per
sample for 5min, mounted with mounting medium Vectashield and
kept in dark at 4 °C for further analysis with the fluorescence micro-
scope Leica DMi8.

2.6. RNA extraction

Cells from the different experimental groups were lysed by adding
300 pL of Trizol to each petri dish and kept at —70 °C until the samples
from three biological experiments were collected. To continue with the
extraction procedure, the cell lysate was incubated for 5 min at RT and
180 uL of pre-chilled chloroform was added; then the lysate was vor-
texed and left to rest for 10 min. Afterwards, the lysate was centrifuged
at 12,000 rpm for 15 min at 4 °C, and only the aqueous phase containing
the RNA was recovered. This was transferred to a tube with 450 pL of
ice-cold isopropanol with 1 pL of glycogen and incubated overnight at
—20°C to precipitate the highest amount of total RNA possible. The
tube was subsequently centrifuged at 12,000 rpm for 10 min at 4 °C.
The supernatant was removed and the pellet was washed three times
with 300 ul of 70% ethanol, shaking gently, and then centrifuged at
10,000 rpm for 5 min at 4 °C. Ethanol was decanted and the pellet was
allowed to dry and resuspended in 25 pL of nuclease-free water. The
resuspended pellet was then treated with DNasa I (1 U per 1 ug of RNA)
for 30 min, the enzyme was inactivated with EDTA at 70 °C for 10 min,
and the concentration and purity of the RNA was quantified in a
NanoDrop spectrophotometer. All samples showed a 260/280 ratio
higher than 1.8.

2.7. cDNA synthesis

cDNA was synthetized from 200 ng of total RNA using the First
Strand cDNA Synthesis kit in the thermal cycler T100™ (BIORAD) with
the following conditions: 37 °C for 60 min, 70 °C for 10 min and 22 °C
for 1 min.

2.8. RT-qPCR

Real-time quantification was performed using SYBR green as the
main fluorophore and ROX as a passive reference dye; both were in-
cluded in the Maxima SYBR green qPCR Master mix kit. Using the
specific primers for each gene (Table 2), the reactions were carried out
in a real time thermocycler Stratagene Mx3005P qPCR system (Agilent)
using the following program: 95 °C for 10 min, 40 cycles of 95 °C for
15 s plus 30 s at 57 °C as alignment temperature, an extension of 30 s at
72°C, and a final cycle of 95 °C for 1 min, 57 °C for 1 min and 95 °C for
30s. The expression levels were analyzed using the mathematical
model of 244¢t (Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001), using the
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Table 2
Forward (F) and Reverse (R) sequences of primers of the genes 18s, BRCA2,
GADD45B, POLB, POLD1, POLG, POLR2C, XRCC1 and XRCC6 for RT-qPCR
analysis.

Oligo sequences for RT-qPCR

18s F ATT TTG CGA GTA CTC AAC ACC AAC AT

R TTT CCT CAA CAC CAC ATG AGC ATATCT T
BRCA2 F ATT TTT AAG ACA CGC TGC AAC AAA GC

R CAG GTT CAG AAT TAT AGG GTG GAG C
GADD45B F AAC GAC ATC AAC ATC GTG CG

R GTG TGA GGG TTC GTG ACC AG
POLB F TAA AGA GTG GAG CTG AAG CTA AGA AAT TG

R CTT TTC CAG TTT ACG TAA TTT TCC AGT TGC
POLD1 F CCC TCA TCT TCC AAC AGT TGG AGA T

R CAG ACA GAG AAC CCC TCATCG G
POLG F TGG ATT ACT TAG AAG TGG AGG CTG AGG

R TTG TAA GGT CCA TTG CCA TGG TGA TAG
POLR2C F ATT GAC TGG GTT CAG ATT GAT GCC A

R CAG CTT GTC CAC AAT GTC ATC ACT
XRCC1 F CGG CGG AAA CTC ATC CGA TA

R CCA TCA GGG CCT CCT CAA AG
XRCC6 F CAT GGG TTT CAA GCC GTT GG

R TGA GCA GAG CAC TGA ACA GG

18 s gene as endogenous gene.

2.9. TUNEL assay

This assay was carried out using the DeadEnd Colorimetric TUNEL
System kit. 4.5 x 10* cells were exposed as described in the experi-
mental design. Subsequently, the culture medium was removed and the
cells were washed with 1 mL of saline solution before adding trypsin for
10 min to detach them. To concentrate the cells, they were centrifuged
at 1300 rpm for 5min. The solution was then decanted and 100 uL of
saline solution was added for one wash with centrifugation at 1300 rpm
for 5min. The solution was again decanted and the concentrated cells
were resuspended in 100 pL of saline solution. Smears of each treatment
were made on slides previously prepared with silane and allowed to dry
at 37 °C. These samples were fixed with 4% paraformaldehyde for
25min to reveal the presence of DNA fragmentation following the
manufacturer instructions. The slides from three independent experi-
ments were examined with an optical microscope Leica DMi8 and the
nuclei of 100 cells were counted for each treatment and expressed as
the percentage of nuclei with DNA fragmentation.

2.10. Quantification of active caspases and the proliferation marker Ki67

1.5 x 10* cells were seeded for each treatment (in duplicate) in 96-
well plates 24 h before treatment. Cells were detached with trypsin and
centrifuged at 1300 rpm for 7 min. The Muse Multi-Caspase Kit and the
Muse Ki67 Proliferation Kit were used to quantify caspases and cell
proliferation with the MUSE equipment (Muse® Cell Analyzer, Merck)
according to the manufactures instructions.

2.11. Western blot

5 x 10° cells were plated, cultured and subjected to the experi-
mental design as described in Table 1. Cytoplasmic protein fraction was
extracted with 100 uL of pre-chilled lysis buffer (320 mM Sucrose,
10 mM HEPES, 1 mM PMSF, 1 X protease inhibitor cocktail) for 10 min
and nuclei were pelleted at 3400 rpm for 10 min at 4 °C. The super-
natants were transferred to a new tube and stored for their use as cy-
toplasmic extracts if needed. The remaining pellets were thoroughly
resuspended with 100 puL of pre-chilled RIPA buffer (25mM Tris,
150 mM NacCl, 50 mM EDTA, 1% Triton, 0.5% Na-deoxycholate, 0.5%
SDS, 1 Mm PMSF, 1 X protease inhibitor cocktail) for 4 min, centrifuged
at 13,000 rpm for 10 min at 4 °C. Supernatant were transferred to a new



Z. Castro-Gdlvez, et al.

Toxicology in Vitro 61 (2019) 104645

100m

S
8
L
0
2 604
s
B
K
]
o

Fig. 1. Vesicle appearance in the cytoplasm of NL-20 cells exposed to B[ghi]p.

Experimental groups: a) Control-3 h, b) B[ghilp-3 h, ¢) Control-24 h-R, d) B[ghilp-24 h-R (see Table 1 for group descriptions). Arrows point out cytoplasmic vesicles
and black bar is equivalent to 20 um. e) Percentage of cells with vesicles in the different experimental groups. Student's t-test was performed and significance with a

p < 0.05 is displayed with an asterisk.

tube and used as nuclear protein fractions. Protein concentration was
assessed with the Bradford protein assay and samples were supple-
mented with 1 X Laemmli buffer. Samples were then denaturalized for
10 min at 90 °C, brought to RT and stored at — 20 °C until used again.
8 ug of nuclear protein fractions were loaded in a SDS-PAGE gel and
transferred to PVDF membranes. Non-specific binding of antibodies was
blocked with 5% nonfat dry milk and membranes were incubated for
1h at RT with the primary antibody anti-AIF at a 1:200 dilution in 5%
nonfat dry milk. Three washes with TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl,
0.05% Tween-20 pH = 7.6) were made before 1 h incubation with the
secondary antibody Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) at a 1:1000 di-
lution in 5% nonfat dry milk. Chemoluminescence signal was produced
with the ECL Prime Western Blotting Detection reagent and analyzed
with a Fusion FX7 chemoluminescence imaging system. After antibody
stripping, membranes were incubated with the loading control antibody

anti Histone H4 at a 1:000 dilution and treated as mentioned before.
Densitometry of protein bands was performed using Fiji ImageJ soft-
ware.

2.12. Flow cytometry analyses

5 x 10° cells were plated, cultured and subjected to the experi-
mental design as described in Table 1. Cells were collected, washed
with 2 mL of FACS buffer (1 X PBS, 5% fetal bovine serum), pelleted at
1500 rpm for 5min and resuspended in 100 pL of Annexin V Binding
Buffer or 100 uL FACS buffer for negative samples. Samples then were
stained using first 5pL of APC AnnexinV Apoptosis Kit for 15 min and
washed with 2mL of FACS buffer. The cells were fixed in cold 4%
paraformaldehyde for 20 min, permeabilized with 1 mL Intracellular
Staining Permeabilization Wash Buffer (1 X ) for 5 min and washed with
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2mL of FACS buffer. Next, the anti-yH2AX antibody (Millipore) at a
1:200 dilution was added and incubated overnight at 4 °C. The sec-
ondary antibody anti-mouse Alexa Fluor 488 was added for 1h at a
1:500 dilution at RT. Finally, the Ki67 Alexa Fluor 647 dye was added
at a 1:200 dilution for 30 min. A last washing step was performed with
2mL FACS buffer. Cells were pelleted for 5min at 1500 rpm and re-
suspended with 200 pL of 4% paraformaldehyde before their analysis.
Data acquisition was performed on a CytoFLEX LX Flow Cytometer
followed by analysis using CytExpert software (Beckman Coulter).

2.13. Gas chromatography coupled to mass spectrometry with electron
impact ionization (GC/MS/EID)

Cytoplasmic and nuclear extracts were obtained and quantified as
mentioned above. In order to quantify their B[ghi]p content, 5 pl of each
extract (as determined by the assessment of the optimal volume) were
injected in splitless mode at 300 °C. A 60 m J&W ultra inert DB-35 ms
(122-3862) capillary column (250 pum X 0.25um film thickness) was
used to separate the B[ghilp from the extracts. Each chromatographic
analysis by the GC/MS/EI was done with 5 pL of the doped sample with
B[ghilp-d12 in a probe to thermal desorption (TPS) on a gas chroma-
tograph/mass spectrometer 7890A (Agilent Technologies, USA). The
oven temperature program was set to 40 °C for 1 min followed by an
increase of temperature to a constant rate of 50 °C/min until reach
200 °C, then increases of 20 °C/min until reach 335 °C. Once reached
this desired temperature, it was kept for 16 min. The total running time
was 26.95 min. High purity helium was used as the carrier gas at a flow
rate of 1.2mL/min. The mass spectrometer was operated in electron
impact mode and selected ion monitoring (276, 288).

In order to calculate the concentration of B[ghilp in the different
fractions from the experimental groups, we established a curve of
known concentrations of this PAH from 10 to 200 pg/5 pL. The deut-
erated B[ghilp (B[ghilp-d12) was added to each sample as internal
standard (500 pg/5 pL), including the standard curve, in order to nor-
malized the observed concentration.

2.14. Statistical analyses

Mean differences between two groups were tested by independent
Student's t-test to assess percentage of cells with vesicles, H2AX foci,
nuclear translocation AIF, TUNEL and proliferation results. Real time
PCR data were analyzed by Mann-Whitney test. Multiple comparisons
were made to assess cytoplasmic and nuclear B[ghi]p results using one-
way ANOVA, followed by the Tukey's multiple comparison for post hoc
analysis. P < 0.05 is considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Exposure to B[ghi]p induces vesicle appearance in the cytoplasm and
DNA damage in the nucleus

Previous studies have shown that after 3h of exposure to other
HAPs, vesicles in the cytoplasm and DNA damage can be observed (Ali
et al., 2015; Mattsson et al., 2008, 2009). Thus, we first decided to
evaluate if this short times of exposure to B[ghi]p could induce similar
damage. We observed that 20 and 30% of the cells in the groups B[ghi]
p-3h and B[ghilp-24h-R displayed cytoplasmic vesicles (Fig. le;
p < 0.05), indicating that acute exposure to B[ghi]p causes damage to
the cells.

We then assayed DNA damage by detecting the phosphorylation of
the histone H2AX (yH2AX) by immunofluorescence. We noticed that
exposure to B[ghilp induced the presence of yH2AX foci within the
nuclei of 47 and 46% of the cells in the groups B[ghi]lp-3 h and B[ghi]p-
24 h-R (Fig. 2j, 1, respectively; p < 0.05). Meanwhile, only 20 and 27%
of the control cells (Control-3h and Control-24 h, respectively) pre-
sented these foci (Fig. 2i, k). In order to rule out this damage to be
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caused by reactive oxygen species (ROS), exposure was carried out in
presence of the antioxidant NAC. In this scenario, 50% and 37% of
exposed cells (B[ghilp-3h and B[ghi]p-24 h-R, respectively) displayed
yH2AX foci, results that are very similar in the cells from the groups
without any ROS inhibition (Fig. 2v,x). These data suggest that B[ghi]p
exposure causes DNA damage in a ROS-independent mechanism even
24 h after exposure.

3.2. B[ghi]p induces changes in the expression of genes involved in DNA
repair

Exposure to B[ghi]p induced the presence of yH2AX foci. Thus, we
evaluated changes in expression of genes involved in DNA repair. Base
excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER), homologous
recombination repair (HR), non-homologous recombination repair
(NHJR) and DNA mismatch repair (MMR) pathways were evaluated
with a low-density array plate (Tagman DNA Repair Mechanism, Fast;
Applied Biosystems). Expression of the BRCA2, POLB, POLD1, POLG
and POLR2C genes was increased by at least a 2-fold change, while the
expression of the XRCC1, XRCC6 and GADD45B genes decreased by a 2-
fold change in the cells of B[ghilp-3h and B[ghilp groups (data not
shown). We then analyzed the expression of these genes by RT-qPCR in
cells exposed for 3h and followed their expression after a period of
recovery time from 6 to 24 h. The results of three independent experi-
ments showed that the relative expression of the BRCA2, POLB, POLD1,
POLG, POLR2C and XRCC6 genes increased only after 18 h of recovery
(p < 0.05). Whereas, at 24 h of recovery the expression of these genes
was similar to that observed in the control cells (Fig. 3).

3.3. Blghilp exposure induces a caspase-independent apoptosis (Nuclear
AIF)

The presence of yH2AX foci and the changes in expression of genes
related to DNA repair mechanisms, indicate that the genotoxic damage
that B[ghilp produces is being restored at least to certain extend. In
order to assess a greater damage and thus cell death we evaluated the
presence of DNA damage linked to apoptosis. B[ghilp caused a sig-
nificant increase of cells with DNA fragmentation and apoptosis only in
cells exposed for 3 h (Figs. 4 and 8). These data suggest that cell death is
trigger by uncompleted repair of DNA damage after exposure to B[ghi]
p-

Next we tested whether this DNA fragmentation was associated with
presence of active caspases. However, no significant positive active
caspase was found in any of the experimental groups (Fig. 5). Thus, the
caspase-independent apoptosis pathway by AIF translocation into the
nucleus was evaluated by immunofluorescent. AIF signal was found in
27% of the nuclei of the exposed cells (Fig. 6j), representing a sig-
nificant increase of cells with this translocation when compared to cells
of Control-3 h group (p < 0.05) (Fig. 6i). Strikingly, when ROS activity
was inhibited by the presence of NAC, exposure to B[ghi]lp for 3h did
not induce a significant change in the percentage of cells with AIF
(17%) in the nuclei compared to its control group (12%) (Fig. 6k,1).
These data suggest that B[ghilp-3h exposed cells are committed to a
caspase-independent apoptosis due to the presence of ROS. We con-
firmed these results by immunoblotting of AIF in protein extracts from
nuclear fractions. As expected, AIF levels were only higher in the B[ghi]
p-3h exposed cell nuclei and restores to basal level when ROS was
inhibited (Fig. 6s-t).

3.4. Increased cell proliferation by exposure to B[ghi]p

Since exposure to other PAHs can increase a ROS-mediated pro-
liferation (Burdick et al., 2003) we next evaluated Ki67 profiles. 21%
more cells were found displaying this proliferation marker in the group
of B[ghilp-3h compared with the vehicle (Fig. 7; p < 0.05) and pre-
sence of NAC significantly reduced this increase to levels seen in the



Z. Castro-Gdlvez, et al. Toxicology in Vitro 61 (2019) 104645

Fig. 2. Induction of histone H2AX phosphorylation (yH2AX) in NL-20 cells exposed to B[ghi]p.

Experimental groups: a, e, i) Control-3 h with DAPI staining (a), yH2AX in red (e) and merge (i). b, f, j) B[ghi]p-3 h with DAPI staining (b), yH2AX in red (f) and
merge (j). ¢, g, k) Control-24 h-R with DAPI staining (c), yH2AX in red (g) and merge (k). d, h, 1) B[ghi]p-24 h-R with DAPI staining (d), yH2AX in red (h) and merge
(). NL-20 cells were pretreated with 10 mM NAC and exposed similarly than the experimental groups described in material and methods obtaining the following
experimental groups: m, q, u) Control-3h + NAC with DAPI staining (m), yH2AX in red (q) and merge (u). n, 1, v) B[ghi]lp-3h + NAC with DAPI staining (n), yH2AX
in red (r) and merge (V). o, s, w) Control-24 h-R with DAPI staining (0), yH2AX in red (s) and merge (w). p, t, x) B[ghilp-24 h-R + NAC with DAPI staining (p), yH2AX
in red (t) and merge (x). The arrows point out the nuclei with foci of yH2AX. White bar is equivalent to 20 pm. Student's t-test was performed and significance with a
p < 0.05 is displayed with an asterisk. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

control groups (Fig. 7; p < 0.05). genotoxic effects might be related to a direct mechanism of B[ghi]p on
Altogether our data suggest that exposure to B[ghilp induces cyto- the DNA molecule.

toxic (cell death mediated by AIF and proliferation) and genotoxic

(DNA damage as revealed by the presence of yH2AX foci) damage to

the cells, that the first are mainly due to increase in ROS and the
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Fig. 4. Immunocytological TUNEL staining of NL-20 cells exposed to B[ghi]lp.

Experimental groups: a) positive control treated with DNase (10 U/mL), b) negative control (cells only cultured in medium), ¢) Control-3 h, d) B[ghi]p-3 h, e) Control-
24 h-R and f) B[ghi]p-24 h-R. f) Column chart displaying the average of three independent biological replicates (each one with three technical replicates). Standard
error bars are displayed. Student's t-test was performed and significance with a p < 0.05 is displayed with an asterisk.
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Flow cytometry analysis of active caspases in the experimental groups: a) Control-3 h, b) B[ghilp-3 h, ¢) Control-24 h-R and d) B[ghi]lp-24 h-R.

3.5. DNA damage in a small population of cells leads to apoptosis or
proliferation

Due to the variability of cellular responses observed after 3h of
exposure to B[ghilp, we decided to evaluate the three processes at the
same time. Flow cytometry analyses of yH2AX, AnnexinV and Ki67
markers, showed that B[ghi]p mostly causes DNA damage in exposed
cells. From the 76% of cells displaying yH2AX signal, 4 and 6% also
displayed either AnnexinV or Ki67, respectively (Fig. 8a-b). As ex-
pected, no overlapping between cells displaying AnnexinV and Ki67
was observed (Fig. 8c). This data set implies that DNA damage is the
predominant phenotype observed due to exposure to this HAP and that
there are two cell populations with DNA damage that will suffer either
cell death or proliferation.

3.6. Blghilp is internalized and remains in the cell nucleus

In order to establish a direct link between B[ghi]lp presence and its
damages in the cell nucleus we performed GC-MS experiments on ex-
tracts of cytoplasmic and nuclear fractions of cells of B[ghi]p-3h and B
[ghilp-24 h-R groups. Data analysis showed that B[ghi]p is internalized
into the cell cytoplasm and nucleus at 3h of exposure (Fig. 9a-b).
Furthermore, B[ghi]lp remains only in the nucleus after 24 h of recovery
time (Fig. 9a-b; p < 0.01). At 3 h of exposure there are around 11 times
more B[ghi]p in the nucleus than in the cytoplasm, whereas after 24 h of
recovery time B[ghi]p remains exclusively only in the nucleus. (Fig. 9b;
p < 0.001). These data strongly suggest that genotoxic effects of B[ghi]

p are exerted by its presence within the cell nuclei.

4. Discussion

In the present work, we found that B[ghi]p causes cytotoxic and
genotoxic damage in human bronchial NL-20 cells. Cytotoxic effects
(ie., cell death mediated by AIF and proliferation) are found only at 3h
of exposure and blocked by inhibiting ROS. The presence of B[ghi]p in
the cytoplasm might be directly related to this damage. Meanwhile, the
genotoxic effects (i.e., DNA damage) produced by B[ghilp (in a ROS
independent manner) after 3 h of exposure might be related to a direct
role on the DNA molecule, this is also supported by the internalization
of this PAH into the cell nucleus. Notably, cytotoxic effects and PAH
presence in the cytoplasm are no longer seen at 24 h after exposure
elimination, except the formation of vesicles. Nevertheless, yH2AX foci
are still displayed, suggesting that the maintenance of B[ghilp in the
nucleus keeps producing these genotoxic damage.

A previous study carried out by our group showed the formation of
cytoplasmic vesicles in NL-20 cells exposed to B[ghilp for 24, 48 and
72h (Zaragoza-Ojeda et al., 2016). Meanwhile the nature of these ve-
sicles is unknown, it has been shown that their appearance is a hint of
cytotoxic damage (Ali et al., 2015). The present study reveals that cy-
toplasmic vesicles appear in some cells when they are exposed to B[ghi]
p for a short period of time of 3 h; however, their presence was more
evident in the cells that underwent recovery time. In line with these
observations, other studies have recorded the occurrence of alterations
in the structure and composition of cell membranes due to exposure to
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Fig. 6. Fluorescent immunodetection and immunoblotting of AIF.
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Experimental groups: a, e, i) Control-3 h with DAPI staining (a), AIF in green (e) and merge (i). b, f, j) B[ghi]lp-3 h with DAPI staining (b), AIF in green (f) and merge
(j). NL-20 cells were pretreated with 10 mM NAC and exposed similarly than the experimental groups described in material and methods obtaining the following
experimental groups: ¢, g, k) Control-3 h-R + NAC with DAPI staining (c), AIF in green (g) and merge (k). d, h, 1). B[ghi]p-3 h-R + NAC with DAPI staining (d), AIF in
green (h) and merge (1). And the recovery time cell groups: m, o, q) Control-24 h-R with DAPI staining (m), AIF in green (o) and merge (q). n, p, r) B[ghilp-24 h-R with
DAPI staining (n), AIF in green (p) and merge (r). Arrows point out nuclei with AIF. White bar is equivalent to 20 pm. Student's t-test was performed and significance
withap < 0.05andp < 0.01 are marked with one and two asterisks. s) Western blot (WB) of AIF in nuclear extracts from the different experimental groups, Histone
H4 (H4) was immunoblotted in the same membrane and used as a loading control. t) Quantitation of WB bands of three independent biological replicates (each one
with three technical replicates). Normalized expression of AIF/H4 in the experimental groups was compared to the normalized expression of the Control-3 h group.

PAHs (Dendele et al., 2014; Gdula-Argasinska et al., 2015; Rowan-
Carroll et al., 2013). Another study with B[alp (Gorria et al., 2006)
confirmed that its cytotoxicity is due to changes in membrane dynamics
and an increase in ROS. It is thus possible that B[ghi]p alters mem-
branes fluidity when it is going through them and it changes the vesi-
cular transport dynamics. The nature of these vesicles is currently
studied in our laboratory.

DNA damage due to exposure to PAHs has mainly been associated

with an increase in ROS production causing oxidation of DNA bases
such as guanine (8-OHdG) (Isabel et al., 2012). However, in our model
the yH2AX signal did not decrease in the presence of the antioxidant
NAC, which indicates that the genotoxic effects cannot be attributed to
an increase in ROS production. Phosphorylation of histone H2AX on
serine 139 (yH2AX) is an early step in the cellular response to a DNA
double strand breaks (DSB) and as soon as this DNA damage is repaired
yH2AX foci disappear (Bonner et al., 2008). Thus, it would be expected
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Fig. 7. Ki67-Proliferation assay.

Columns chart showing the percentages of Ki67-positive cells in the different
experimental groups. Columns represent the average of three independent
biological replicates (each one with three technical replicates). Standard error
bars are displayed. Student's t-test was performed and significances with a
p < 0.05 are displayed with an asterisk.

that cells exposed to B[ghilp show overexpression of genes such as
XRCC1, XRCC5 and XRCC6 after 3 h of exposure, however, in our study
no expression of these genes was observed. Furthermore, yH2AX foci
did not decrease in the cells that underwent recovery time. These re-
sults suggest the possibility that DNA damage was not repaired or that B
[ghilp kept exerting its damage, which in turn would explain why we
observed three different populations: 1) a small population of cells with
DNA damage that underwent apoptosis, 2) another small population of
cells with DNA damage that triggered proliferation and 3) a large po-
pulation of cells with DNA damage that is maintained in the nucleus
after 24 h of recovery. However, in this last cell population, we cannot
distinguish newly formed yH2AX foci due to the maintenance of B[ghi]
p within the nucleus from persistent yH2AX arisen by the first exposure.
A combination of both sources of DNA damage is also plausible.

What could be the significance of unrepaired DSB? A deficient re-
pair (e.g. in BER) can produce SSB intermediaries, which in turn can

Toxicology in Vitro 61 (2019) 104645

give rise to new DSB and cause genomic instability (Bonner et al.,
2008). One possibility that we must consider is that B[ghilp could da-
mage regions such as telomeres, physically interfering with their
structure. It has been found that Pyrene and Coronene derivatives are
ligands of the structures known as G-Quadruplex, non-canonical sec-
ondary structures formed by repeat sequences of guanine. The binding
of these derivatives and these structures compromises the integrity of
the telomeres (Franceschin et al.,, 2012). Therefore the increased
overexpression of the repair genes BRCA2, POLD1 and XRCC6, which,
among other functions, maintain the integrity of telomeres (Dilley
et al., 2016; Robles-Espinoza et al., 2015; Zimmer et al., 2016) may be a
hint for genomic instability. Thus, more studies focusing in the persis-
tence of DSBs in cells exposed to B[ghi]lp are needed to assay genomic
stability.

Is the B[ghilp directly causing the DNA damage? There is the pos-
sibility that the persistent presence of B[ghilp in the nucleus is a con-
stant source of DSB or adducts. In agreement with this, it has been
confirmed in vitro (Pan et al., 2013) and in an animal model that B[ghi]p
is the second most potent adduct-forming PAH (Labib et al., 2016). It
has been shown that B[ghi]lp at 10 pM can induce yH2AX foci in in-
testinal LS174t cells and colon Caco-2 cells. Although H2AX is mainly
phosphorylated due to the appearance of DSB, it can also be phos-
phorylated as a result of another type of damage, such as the formation
of adducts, as has been reported in A549 cells after 3 h of exposure to
diol-epoxides of Benzo[a]pyrene and to Dibenzo[a,l]pyrene (Mattsson
et al., 2009). The fact that B[ghi]lp and the yH2AX mark persist in the
cell nucleus after the recovery time suggests the existence of unrepaired
adducts or DSB generated by inefficient repair or, simply, genomic in-
stability, as was the case when the cells were exposed to B[a]p (Tung
et al., 2014).

Our data also showed that DNA damage leads a small population of
cells either to proliferation or death in a ROS-dependent manner. After
18h of recovery there was an increase in the expression of the genes
involved in DNA repair, such as BRCA2 (9-fold) and POLD1 (4-fold),
which are mainly expressed in the S phase of the cell cycle to repair DSB
by HR (Zaboikin et al., 2017). The induction of the overexpression of
these HR genes could also be evidence of a secondary effect associated
with an increase in the number of cells in the S phase, as described in
the research of Chramostova et al. (2004) for liver epithelial cells (WB-
F344) exposed to 10 uM of B[ghilp (Chramostova et al., 2004). Thus it is
not surprising to detect an increase of cells in proliferation. Further-
more, recent results by Ke et al. (2018) classified B[ghi]p among the
PAHs with moderate cytotoxicity, increasing cell death between 20% to
30% in human pulmonary alveolar epithelial cells HPAEpiC. Similarly,
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Fig. 8. Flow cytometry analyses of DNA damage, apoptosis and proliferation.

The yH2AX, AnnexinV and Ki67 markers were simultaneously used to analyze the genotoxic and cytotoxic effects that B[ghi]lp induces in the NL-20 cells. a) Profile of
yH2AX and AnnexinV markers in the experimental groups Control-3 h (in blue) and B[ghi]p-3 h (in red). b) Profile of yH2AX and Ki67 markers in the experimental
groups Control-3 h (in blue) and B[ghi]p-3 h (in red). c) Profile of Ki67 and AnnexinV markers in the experimental groups Control-3 h (in blue) and B[ghi]p-3h (in
red). Percentages of cells falling into the different gates of the profile are displayed in a color code manner. (For interpretation of the references to color in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 9. Gas chromatographic analysis of B[ghilp in cytoplasmic and nuclear extracts.
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Fig. 10. Model of the cytotoxic and genotoxic effects induced by exposure of human bronchial NL-20 cell line to B[ghi]p.

in the present study, 27% of the cells showed nuclear translocation of
AIF, a process involved in caspase-independent apoptosis. Both cyto-
toxic effects (proliferation and death) are mainly due to ROS produc-
tion, a similar response has been observed in rat liver epithelial cells

12

(F258) exposed to B[a]p plus NAC (Huc et al., 2007).
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5. Conclusions

In this work we have found B[ghi]lp produces cyto- and geno-toxic
damages to the exposed human bronchial epithelial cells NL-20
(Modeled in Fig. 10). Changes in cell morphology, cell death mediated
by translocation of AIF and increase in proliferation are seen at 3h of
exposure and blocked by inhibiting ROS. Perhaps, the presence of B
[ghilp in the cytoplasm may be producing this cytotoxic damages,
which also have an impact on the DNA molecule. On the contrary, the
abundant presence of this PAH in the cell nucleus may be directly re-
sponsible for most of the genotoxic damage on the DNA. After recovery
time, the cell maintains B[ghi]p only in the nucleus where the genotoxic
damage persists; thus, reinforcing the notion that this HAP directly
induces DNA damage. However, the consequences of this genotoxic
damage remain to be elucidated.
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