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1. RESUMEN

El bisfenol A es un disruptor endocrino, que ha sido utilizado de manera desmesurada en la
produccion de policarbonatos-plasticos, tales como envases destinados a contener alimentos,
asi como en diversos productos de uso cotidiano; recientemente se ha reportado que el BPA
puede interferir y alterar las funciones de las células del sistema inmune, y se ha asociado
con el desarrollo de enfermedades inflamatorias y alérgicas, estudios sugieren que el BPA

posee potencial para la desregularizacién de la respuesta de los mastocitos.

La reaccién alérgica es una respuesta hipersensible que se caracteriza por la activacién de
mastocitos, los cuales poseen la capacidad de producir enormes cantidades de moléculas
pro-inflamatorias al ser activadas; Por lo tanto, conocer si la degranulacion de estas células es
causada por la estimulacion con BPA, podria abrir el panorama para conocer las posibles

consecuencias de la exposicion al BPA.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la degranulacion (liberacion inmediata) y sintesis de
novo de mediadores de mastocitos humanos (LAD2) por la exposicion a BPA, mediante la
determinacion de la liberacion de beta-hexosaminidasa, y la cuantificacion de la secrecion
de TNF-a, asi como la determinacion de la expresion de los genes de triptasa, quimasa,
TNF, VEGF, TGF-beta, IL-4 e IL-8. Los resultados obtenidos, indican que el BPA no estimula
la degranulacién de los mastocitos, ni la produccién de TNF-a. Sin embargo se encontré que
el BPA aument6 de manera significativa los niveles de expresion de los genes de Triptasa, IL-

8 y VEGF, mientras que no afecto los niveles de expresion de los genes TNF-a e IL-4.



2. INTRODUCCION

La utilizacion desmesurada de policarbonatos en la vida cotidiana durante los ultimos afios, ha
traido consigo el incremento de una gran variedad de compuestos contaminantes en el medio
ambiente, que resulta en una mayor exposicion, tanto del ser humano como de otras
especies. Entre dichos contaminantes se encuentran los denominados compuestos
disruptores endocrinos, que son sustancias quimicas que pueden presentar actividad
estrogénica, anti-estrogénica, andrégenica o anti-androgénica, capaces de alterar el sistema
hormonal y ocasionar diferentes dafios en la salud (De Coster & van Larebeke, 2012). Estos
compuestos son altamente lipofilicos y se almacenan por periodos prolongados en el tejido
adiposo (Heindel, 2003). Ejemplo de estos compuestos son los bisfenoles (Minguez-Alarcon et
al., 2016; Luo et al., 2016).

Los bisfenoles son quimicos utilizados masivamente, a nivel mundial, en la produccion de
policarbonatos-plasticos, empleados en la fabricacion de una variedad de envases destinados
a contener alimentos, asi como en biberones y en resinas epoxicas, presentes en el
recubrimiento de latas contenedoras de alimentos, selladores dentales, juguetes y otros

articulos de uso cotidiano (Lee & Lim, 2011).

Existen diferentes rutas de exposicion a estas sustancias, tales como oral, por inhalacion y por

contacto dérmico (Kuruto-Niwa et al., 2007).

El bisfenol A (BPA) es el bisfenol mas usado y se sabe que puede liberarse de los materiales
gue lo contienen durante el calentamiento 0 por mecanismos enzimaticos, por lo que la
principal fuente de exposicién a este compuesto es por via oral, a través de alimentos y
bebidas que han estado en contacto con materiales fabricados con BPA (Lee & Lim, 2012). La
exposicion a BPA estd muy extendida, se ha encontrado presente en sangre, orina y otros
tejidos en poblacién humana, razén por la cual ha originado preocupacion a nivel mundial.
Datos del Sistema de Vigilancia Nacional de Salud de Estados Unidos, reporta que 93% de
los ciudadanos de ese pais, de 6 afios y mayores, presentan niveles de BPA detectables en la
orina (Seachrist et al., 2016).



En los dltimos afos el BPA ha sido objeto de polémica. Los estudios y la preocupacion por
sus efectos sobre la salud han crecido considerablemente, convirtiendo al BPA en un
protagonista en la prensa, de muchas publicaciones cientificas y de opiniones cientificas de

las autoridades competentes (Juan-Garcia & Gallego C, 2015).

El valor de Ingesta Diaria tolerable (IDT) del BPA ha sido modificado en el ultimo informe
realizado por la EFSA (European Food Safety Authority) en el 2015, y ha pasado de
4ug/kg/dia a 50ug/kg/dia (EFSA, 2015). En referencia al andlisis de la exposicion del BPA
realizado por la EFSA, este concluye que la exposicion dietética no supera el valor de IDT
para ningun grupo de edad, ya que los niveles calculados se encuentran 3- 4 veces por
debajo del valor de IDT. También se hace referencia y se apunta que la evaluacion del
exposicion de fuentes no dietéticas presenta cierta incertidumbre y debe ser estudiada (EFSA,
2018)

Diversos estudios experimentales han encontrado que la exposicion a BPA puede contribuir al
desarrollo de cancer de mama y prostata, principalmente porque este compuesto puede
alterar funciones celulares importantes como la diferenciacion, proliferacion y muerte (Gao et
al., 2016). Por lo que se ha sugerido que el BPA debe ser catalogado como un carcindégeno
humano debido a sus propiedades de promover el desarrollo de cancer (Seachrist et al.,
2016).

El BPA también puede tener efectos negativos en el sistema inmunoldgico y se han realizado
estudios in vivo e in vitro, que demuestran que puede alterar el funcionamiento de las células
del sistema inmune, como son macrofagos, células dendriticas y linfocitos T y B (Rogers et al
,2013).

Tanto la FDA como la EFSA, se comprometieron a evaluar los efectos del BPA, y actualmente
estd en desarrollo un programa de investigacion llamado CLARITY-BPA por sus siglas en
inglés (Consortium Linking Academican Regulatory Insightson BPA toxicity), para estudiar la
gama completa de posibles efectos en la salud por la exposicién al BPA y para proporcionar
datos que pueden usarse para tomar decisiones regulatorias. Se espera que el resultado final

de esa evaluacion esté disponible a finales de 2019 (NTP, 2018).



Aungue en los ultimos afios se han realizado diversos estudios in vitro e in vivo para
demostrar los diferentes efectos dafinos del BPA, los estudios respecto al efecto directo del
BPA en células del sistema inmunoldgico humano son pocos. Concretamente, la informacion
de los efectos del BPA en la respuesta de mastocitos humanos, es casi nula. Dado el papel
relevante del mastocito en diversos procesos inmunoldgicos y en el desarrollo de
enfermedades inflamatorias, resulta relevante estudiar los efectos del BPA en la activacion de
mastocitos humanos, asi como en la produccion de mediadores inflamatorios de respuesta
inmediata (degranulacion) y tardia (sintesis de novo), involucrados en el desarrollo de

enfermedades inflamatorias.



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades sobre los mastocitos

Los mastocitos o células cebadas fueron identificadas por primera vez en el mesenterio de la
rana por el Dr. Von Recklinghausen en 1863 (Moon et al., 2010), pero estas células fueron
descritas por Paul Ehrlich en 1877, denominandolas Mastzellen (en aléman “bien
alimentadas”) ya que pensaba que sus granulos eran restos de un proceso fagocitico de

alimentos que tomaban del tejido donde se encontraban (Ehrlich, 1879)

Los mastocitos proceden de progenitores hematopoyéticos (CD34+/CD117+/CD13+),
derivados de la médula 6sea que circulan en la sangre y logran su maduracion en los tejidos.
Los detalles de su diferenciacion y diversificacion fenotipica se conocen de forma incompleta
(Moon et al., 2010)Los mastocitos humanos proliferan gracias a la influencia de diversos
factores de crecimiento tales como SCF e IL-3, citocinas que de igual manera regulan el

desarrollo de los subtipos de mastocitos (Toru et al.,1998)

Los mastocitos son células longevas, pueden sobrevivir durante meses o afios en los tejidos,
y a pesar de estar terminalmente diferenciadas, pueden proliferar en respuesta a sefiales
adecuadas. Se caracterizan por presentar prominentes granulos en su citoplasma donde
almacenan una variedad abundante de mediadores inflamatorios los cuales si se liberan en
exceso, tienen la capacidad de desarrollar una respuesta inflamatoria, enfermedades agudas,
asma atopica iniciando una respuesta inflamatoria (Deb, 2004). Se encuentran distribuidos
en todo el cuerpo, particularmente en las proximidades de las superficies que estan en
contacto con el medio externo (pulmdn, piel, vasos sanguineos, y mucosa en general) (Rojas
W., 2015). En estas localidades, se encuentran bien situados para funcionar como centinelas

en la defensa del hospedero.

Los mastocitos son células clave en la vigilancia de patégenos, actuando tanto en la
inmunidad innata y adaptativa. Ademas, participan en funciones que favorecen la

homeostasis, como la inmunomodulacion, reparacion de tejidos lesionados, crecimiento piloso



y remodelacion 6sea. Sin embargo, muchos de sus productos estan asociados con diversas
condiciones patoldgicas como enfermedades agudas y asma atdpica (Soman & Ashley, 2010)

Durante las primeras etapas de una infeccion, los mastocitos se comunican con diversas
estirpes celulares para alertar la presencia de dichos patdégenos y poner en marcha diversos

mecanismos para la eliminacion de estos (Figura 1).

Los mastocitos son una de las primeras células en responder a cambios fisiolégicos e
interaccionar con antigenos exdgenos, toxinas y alérgenos, convirtiéndolos en la célula

central del mantenimiento de la homeostasis de diversos tejidos (Rigoni, 2015)

Los mastocitos participan en la inflamacion, liberando los mediadores contenidos en sus
granulos, principalmente histamina, serotonina, heparina y proteasas. Ademas, producen
prostaglandinas y leucotrienos, que se obtienen a partir del acido araquidonico de la
membrana, por accion de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa respectivamente. Estos
mediadores al ser liberados son capaces de inducir broncoconstriccion, secrecion de moco y
edema; respuestas pro-inflamatorias necesarias para la estimulacion del sistema inmune.
Adicionalmente, los mastocitos también producen citocinas pro-inflamatorias (IL-183, IL-6,
TNF-a) e IL-4/ IL-13 que contribuyen a la produccion de IgE, al reclutamiento de eosinofilos y
otras estirpes celulares. En situaciones patolégicas, los mastocitos aumentan la produccion de

estos compuestos participando de manera directa en procesos inflamatorios (Boyce, 2003).
Los mastocitos presentan tres propiedades que los caracterizan

1. Habilidad para liberar de manera rapida y selectiva, mediadores apropiados para
desencadenar la respuesta inmune innata

2. Capacidad para inducir el reclutamiento de células efectoras debido a su ubicacion.

3. Capacidad para modificar las respuestas posteriores a la infeccion mediante la
activacion dependiente de anticuerpos, teniendo asi efectos en la respuesta inmune
adaptativa (Marshall, 2004)
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Figura 1. La comunicacion celular por mastocitos promueve la defensa del hospedero. La comunicacion de los
mastocitos con diferentes tipos de células, incluidas las células inmunes (como los linfocitos B y T) macrofagos,
células dendriticas y neutrdéfilos, células epiteliales, células del muasculo liso y células endoteliales. Estas
interacciones contribuyen a la vigilancia e inmunidad frente al patégeno y otros mecanismos de eliminacién de los
microorganismos en el hospedero. Estas dianas celulares de los mastocitos se encuentran tanto en el sitio de la
infeccion como en los ganglios linfaticos distantes. Ejemplos de las consecuencias funcionales de la comunicacion
de los mastocitos son mostrados con los mediadores de los mastocitos que han demostrado contribuir al objetivo la
respuesta celular. En “Mast cell-orchestrated immunity to pathogens” por Soman N. Abraham Et al. Nature Reviews
Inmunology, vol 10; 440-452.



3.2 Mediadores de mastocitos

Dentro de los granulos de los mastocitos se encuentra una amplia gama de mediadores que
son liberados en respuesta a estimulos apropiados, esta diversidad de mediadores explica
como los mastocitos pueden participar en diferentes funciones homeostéaticas y si no existe
una regulacion adecuada de estos, puede provocar fisiopatologias severas (Wernersson &
Pejler, 2014)

La degranulacion o liberacion inmediata del contenido granular puede ocurrir por diversos
estimulos externos, siendo el mas conocido la activacion mediada a través del receptor de alta
afinidad para la IgE (FceRIl). También puede efectuarse la degranulacién en respuesta a la
activacion del complemento, neuropéptidos y ciertas toxinas; sin embargo es importante
sefalar que, ademas de inducir la liberacion de mediadores preformados en lo granulos, la
activacion de mastocitos conduce a la sintesis de novo de muchos compuestos bioactivos,
incluyendo derivados de lipidos, factor de activacion de plaquetas, asi como citocinas y

guimiocinas (Wernersson & Pejler, 2014)

Los granulos de los mastocitos contienen una multitud de componentes preformados, la
histamina es probablemente la mas conocida, pero también los granulos pueden contener
serotonina, otra caracteristica de los granulos de mastocitos es que poseen la capacidad de
almacenar ciertas citocinas y factores de crecimiento preformados, tales como el factor de
necrosis tumoral (TNF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Arvan, 1998). La
tabla 1 y 2 detallan las caracteristicas y funciones de los constituyentes del granulo de

mastocitos
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Tabla 1. Caracteristicas y funciones de los constituyentes del granulo de mastocitos
(Tomado de Wernersson & Pejler, 2014)

Constituyente del granulo

Caracteristica clave

Funcioén propuesta o potencial

Enzimas Lisosomales

B-hexosaminidasa

Enzima implicada en la fracturacion de
carbohidratos.
Utilizado como marcador de mastocitos en

respuesta a la degranulacion

Probable papel en procesos normales de

degradacion lisosémica.

B-lucuronidasa,

B-D-galactosidasa

Enzima implicada en la fracturacion de

carbohidratos.

Probable papel en procesos normales de

degradacion lisosémica.

Arilsulfatasa A

Enzima implicada en la fracturacion de

glicoesfingolipidos.

Probable papel en procesos normales de

degradacién lisosémica.

Catepsina B Cistein proteasa. Implicada en procesos pro-tripatasa
Probable papel en procesos de degradacion
lisosémica.

Catepsina C Cistein proteasa. Crucial para el procesamiento de pro-
quimasas.
Probable papel en procesos normales de
degradacién lisosémica.

Catepsina E Proteasa aspartica. Papel en el procesamiento de pro-CPA3.

Probable papel en procesos normales de
degradacion lisosémica.

Aminas biogénicas

Histamina Presente en todos los subtipos y especies de | Induce broncoconstriccién, vasodilatacion
mastocitos. y permeabilidad vascular.
Posible sefializacion entre mastocitos y
terminaciones nerviosas.
Serotonina Altos niveles en mastocitos de ratones. Neurotransmisor.
Bajos niveles en mastocitos de humanos. Posible sefializacion entre mastocitos y
terminaciones nerviosas.
Poliaminas (Por ejemplo | Componentes presentes en células de | Regula la ultraestructura de los granulos y el
espermidina y espermina) mamiferos. almacenamiento de histamina, serotonina y 3-

hexosaminidasa.
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Citocinas y factores de cremiento

TNF-a

Primer citocina que se encuentra

almacenada en el granulo del mastocito.

Actividad pro-inflamatoria.

IL-4 Liberado por la activacion del receptor para | Papel potencial en la respuesta TH»
Ig-E. dirigida por mastocitos.
bFGF Asociado con la heparina. Implicado en procesos angiogénicos por
mastocitos.
VEGF Liberado por la activacién del receptor para | Implicado en procesos angiogénicos por
Ig-E. mastocitos.
TGF-B Liberado durante la degranulacion. Implicado en procesos pro-fibroticos y

antiinflamatorios por mastocitos.

Factor de crecimiento nervioso

Liberado por la activacién del receptor para
Ig-E.

Implicado en posibles interacciones entre

los mastocitos y terminaciones nerviosas

periféricas.

IL-5 Almacenada en el granulo del mastaocito. Papel potencial en el reclutamiento y
activacion de eosindfilos.

IL-6 Almacenada en el granulo del mastocito. Actividad pro-inflamatoria.

Stem cell factor

Almacenada en el granulo del mastocito.

Factor de crecimiento principal.

Proteoasas especificas de mastocitos

Triptasa Serin proteasas. Funcion dual, protectora o perjudicial
Alta expresion en mastocitos. durante la inflamacioén.

Quimasa Serin proteasas. Funcione protectora o perjudicial durante la
Alta expresion en mastocitos. inflamacién.

CPA3 Metaloproteinasa. Esencial para la proteccién contra ciertas

Alta expresion en mastocitos.

toxinas.

Proteasas no especificas de mastocitos

Catepsina G Serin proteasa. Quiza contribuye como antibacterial.
Principal producto de neutrofilos.

MMP9 Metaloproteinasa. Quiza contribuye como antibacterial en el
Se activa por quimasa. EXC.
Serin proteasa. Implicado en los efectos pro-apoptéticos

Granzima B Principal producto de linfocitos citotéxicos. | de los mastocitos.

Renina Acido aspartico proteasa. Implicado en la generacion de angiotensina

Il mediada por mastocitos.

Proteinas asociadas a la membrana del granulo

VAMP2, VAMP3, VAMP7 and VAMP8 | v-SNARESs En mastocitos humanos VAMP7 y VAMP8
tiene efecto funcional en la degranulacion.
Sintaxina 3 t-SNARE Contribuye tanto al granulo-granulo como

al granulo-plasma en fusién de membrana.
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Tabla 2. Principales clases de mediadores liberados por mastocitos (Tomado de Marshall,
2004)

Mediador

Funciones

Granulo-asociado

Histamina y serotinina

Aumenta la permeabilidad vascular

Heparina

Angiogénesis

Triptasa, quimasa y otras proteasas

Remodelacion de tejido y reclutamiento de células efectoras

TNF, VEGF y FGF2

Reclutamiento de células efectoras y mejoran la
angiogénesis

Derivados de lipidos

LTC4,LTB4, PGD2, y PGE2

Reclutamiento de células efectoras, regulan la respuesta

inmune, promueven angiogénesis y broncoconstriccion

Citocinas

TNF, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-18,
GM-CSF, LIF, IFN-a e IFN-

Induce la inflamacién

IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13,IL-5 e IL-16

Funciones de citocinas para T helper tipo 2

IL-12 e IFN-y

Funciones de citocinas para T helper tipo 1

IL-10. TGF-B y VEGF

Regulan la inflamacion y angiogénesis

Quimiocinas

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11 Y CCL20

Reclutamiento de células efectoras incluyendo células
dendriticas y regulan la respuesta inmune

CXCL1, CXCL2, CXLCS8 (IL-8), CXCL9, CXCL10

Reclutamiento de células y regulan la respuesta inmune

y CXCL11

Otros

Oxido nitrico y radicales superéxido Bactericida
Péptidos antimicrobianos Bactericida
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3.3 Activacion de los mastocitos

Los mastocitos son células sensores del ambiente que los rodea, y responden a una
diversidad de sefiales y estimulos, tanto inmunolégicos como no inmunolégicos, de una
manera rapida y selectiva. La activacion de los mastocitos puede ocurrir en respuesta a
diversos estimulos, tales como la unién del receptor FceRI con la IgE, componentes del
complemento (C3a y Cba), cininas, neuropéptidos como sustancia P, péptidos enddgenos

como endotelina, o fuentes exdgenas como toxinas derivadas de bacterias, (Wernersson &

Pejler, 2014), tal como se muestra en la (figura 2).

a Direct interactions b Fc-receptor-mediated activation ¢ Complement-receptor-mediated activation

Pathogen

B-cell superantigen

Antigen-
specific
interaction

3" Proteases
Histamine

Figura 2 Principales mecanismos de activaciéon del mastocito por patdgenos. Los mastocitos se pueden
activar tanto por mecanismos directos como indirectos, resultado de la exposicion del huésped a patdégenos. Las
interacciones directas incluyen el receptor Toll-like (TLR) mediado por interacciones de receptores. Con
frecuencia, la activacion mediada por TLR no conduce a la desgranulacion, aunque se ha informado sobre la
produccién de citocinas, quimiocinas y mediadores lipidicos. Ejemplos de activacion indirecta incluyen activacion
mediada por receptor Fc (b) y activacion mediada por receptor de complemento (c). Activacion mediada por el
receptor Fc conduce a la degranulacién de mastocitos y a la produccién de multiples mediadores.

La Activacién mediada por receptor-complemento de mastocitos puede ocurrir a través de varios receptores para
componentes del complemento (como CRS3, el receptor para el componente 3b del complemento, C3b) y
receptores para productos divididos (tales como el C3aR, el receptor para C3a); sin embargo, la degranulacion
parece ocurrir principalmente como resultado de la activacion del receptor para C5a (C5aR).
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Los mastocitos expresan una amplia variedad de receptores, entre los que se encuentran el
receptor de alta afinidad para la IgE (FceRl), importante en la respuesta alérgica y en la
inmunidad frente a helmintos; receptores para el reconocimiento de patdégenos o moléculas
producidas por patégenos, asi como receptores para moléculas del hospedero como el

sistema del complemento y citocinas, entre otros (Marshall, 2004).

En los dltimos afios, se han estudiado una amplia gama de patdgenos y sus productos
asociados que pueden inducir la expresion selectiva de citocinas sin inducir degranulacion. Es
importante sefialar que la capacidad de los mastocitos para responder a los patégenos se ve
alterada por el microambiente de citocinas y quimiocinas (Marshall, 2004).

Receptores tipo Toll: A partir de estudios in vivo en in vitro en ratones ha sido evidente que los

mastocitos interactian con las bacterias y, lo mas interesante es que puede contribuir a la
defensa contra la infeccion bacteriana, mediante la liberacion de TNF y otros mediadores
requeridos para el reclutamiento de neutrofilos y otras células inmunes (Marshall, 2004).

El reconocimiento de patdgenos por el mastocito puede ocurrir a través de los TLRs vy, los
resultados obtenidos en diversos estudios destacan que dependiendo de la fuente de
obtencion de la célula y las condiciones de cultivo, los mastocitos humanos podran expresar
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR7 y TLR9, pero no TLR5 (Marshall, 2004).

Curiosamente, la respuesta y lo que libere el mastocito por activacion a través de TLR’s sera

selectiva y diferente dependiendo del PAMP con el que interaccione (Soman & Ashley, 2010a)

Se ha demostrado que la activacion FceRl y la estimulacion conjunta de TLR"s en mastocitos,
puede tener efectos sinérgicos en la produccion de citocinas, aumentando la transcripcion de
dichas moléculas, a través de la actividad de proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK) (Soman & Ashley, 2010b)

Activacion _mediada por_receptor Fc: Los mastocitos constitutivamente expresan varios

receptores para inmunoglobulinas, que pueden ser selectivamente inducidos mediante la
exposicién de citocinas. Por ejemplo, por la exposicién al IFN-y, los mastocitos humanos
suelen aumentar la expresion de los receptores FceRly FcyRII (receptor de mediana afinidad
para IgG) (Marshall, 2004).
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Los FcyRs mostrados en los mastocitos pueden contribuir a la activacion de mastocitos de
dos maneras: en un antigeno dependiente a través de la unién de anticuerpos especificos de
patdgenos o independientemente de anticuerpos especificos de patdégenos a través de la
accion de inmunoglobulinas derivadas de patégenos, también conocidas como superantigeno
de células B (Figura 2) (Marshall, 2004).

La activacion de los mastocitos via agregaciéon del FceRI, por la unién de un alérgeno bi o
multivalente a la IgE, induce una respuesta de transduccion de sefiales compleja, que da
como resultado la degranulacién del mastocito, que comprende la liberacion inmediata (en
segundos), por exocitosis, de mediadores preformados contenidos en sus granulos, como la
histamina, heparina, proteasas, y algunas citocinas, entre otras. Ademas, también ocurre la
sintesis y liberacion (en minutos) de derivados del acido araquidonico (leucotrienos,
tromboxanos y prostaglandinas); y la produccion, con una cinética de tiempo prolongada, de
diversas citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (Kawakami & Galli, 2002)

Activacion mediada por factores del complemento: Muchas de las formas de infeccion o lesion

tisular conducen a la activacion de las vias del complemento, los mastocitos interactdan con el
sistema del complemento a través del receptor 3 CR3(CD11b-CD18), receptor 4 CR4 (CD11c-
CD18)y los receptores para el producto de C3a (C3aR) y C5a (C5aR), también conocido como
CD88 (Nilsson et al., 1996)

La cantidad expresada de CR3 y CR4 en mastocitos varia, segun la localizacion, maduracion
y los efectos de citocinas locales. Por ejemplo, en humanos se observo la expresion de C5aR
en mastocitos de la piel y el corazén, pero no por los mastocitos del utero, pulmones o las
amigdalas (Fureder et al., 1995)

La capacidad de los mastocitos para responder a productos del complemento proporciona
mecanismos locales de defensa; C3a y C5a en ratones, han demostrado ser anafilotoxinas
para mastocitos, esto puede fungir como una forma de reclutar mastocitos de forma selectiva
(Marshall, 2004).

En los mastocitos de piel humana, las anafilatoxinas C3a y C5a, asi como la substancia P,
funcionan como desencadenantes de la degranulacién, por el contrario mastocitos de la

mucosa de humanos no responden a estas moléculas (Bischoff, 2007)
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Activacion _por_factores de crecimiento y citocinas: Factores de crecimiento y citocinas

particulares promueven el desarrollo de los progenitores de mastocitos y/o funcionan como
reguladores en la liberacion de mediadores. La mas relevante es el Stem Cell Factor (SCF)
gue es el ligando de c-kit (CD117), un receptor con actividad tirosin-cinasa que se expresa en
la superficie de todos los mastocitos, ya sea dependiente de la membrana o en forma soluble;
promueve tanto el desarrollo, supervivencia, maduracion y la adherencia de la matriz

extracelular (ECM) en mastocitos (Bischoff et al., 1999).

Ademés SCF puede regular la liberacion de los mediadores del mastocito. Recientemente se
ha descrito a la IL-4 como un regulador de mastocitos humanos. En contraste con el SCF, la
IL-4 no afecta a los mastocitos por si misma, pero funciona de forma sinérgica con el SCF, en
la proliferacion y supervivencia de mastocitos (Bischoff, 2007).

Otras sustancias que se han reportado como activadoras del mastocito, son los esteroides u
hormonas sexuales. Diversos estudios han demostrado que los estrégenos, progesterona y
testosterona, afectan la respuesta del mastocito, ya sea inhibiendo o aumentando la secrecion
de mediadores pro-inflamatorios (Guhl et al., 2012; Vliagoftis et al., 1990). El estradiol (E2) en
particular, induce la liberacion de histamina de manera directa en mastocitos, asi como

potencia la respuesta mediada a traves de IgE (Mufioz-Cruz et al., 2015).

Los mastocitos, ademas pueden ser activados por estrogenos ambientales provocando la
degranulacion de manera directa o independiente de IgE. Ademas, la combinacion de
concentraciones fisiologicas de E> y de estrdgenos ambientales tiene efectos aditivos en la
degranulaciéon del mastocito. Asi, los estrégenos ambientales contaminantes podrian
promover alergias mediante la induccion y en la sensibilizaciéon en la degranulacion de las
células cebadas (Narita et al., 2007). Los mastocitos expresan receptores a estroégenos alfa,
nucleares y membranales. Por lo qué, debe considerarse el posible impacto de los efectos de
los estrégenos miméticos (con afinidad por estos receptores), presentes en el medio ambiente
y en los alimentos, de manera natural o como contaminantes, en la activacién del mastocito y

en el desarrollo de enfermedades relacionadas a estas células (Mufioz-Cruz et al., 2015).
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3.4 Disruptores endocrinos

La capacidad que tienen algunos quimicos sintéticos de interferir con el sistema hormonal
humano se conoce desde los afios 40. Sin embargo, el término disruptor endocrino, se acufo
en 1991, durante la Conferencia de Wingspread, donde un grupo de expertos en
endocrinologia, biologia de la reproduccidn, toxicologia, entre otros, se unieron para evaluar
las causas de los efectos adversos observados en estudios epidemiolégicos de personas y
animales salvajes del Hemisferio Norte (Colborn, 1992). Los participantes propusieron la
hipotesis de que los efectos adversos se debian a alteraciones del desarrollo embrionario y
fetal de la exposicion a contaminantes quimicos, que denominaron disruptores endocrinos,
expresando su preocupacion sobre implicaciones en la salud publica y el medio ambiente de

estos hallazgos (Romano, 2012).

El término disruptor endocrino define un conjunto diverso y heterogéneo de compuestos
guimicos exdgenos, capaces de alterar la sintesis, liberacion, transporte, metabolismo, enlace
de accién o eliminacién de las hormonas naturales en el organismo (Kavlock et al., 1996). El
catalogo de disruptores endocrinos crece dia a dia, comprendiendo desde productos quimicos
sintetizados por el hombre hasta sustancias que se encuentran de manera natural en el medio

ambiente.

Conocer los mecanismos y modos de accion de los diferentes disruptores endocrinos es una
de las prioridades de la investigacion. En los ultimos afios se ha avanzado mucho y se han
descrito diferentes formas por las que los disruptores endocrinos pueden alterar el equilibrio

hormonal. Asi hay sustancias disruptoras que pueden:

Mimetizar la accion de las hormonas
Antagonizar la accion de las hormonas

Alterar su patron de sintesis y metabolismo

ANERNEENERN

Modular los niveles de los receptores correspondientes, como el bisfenol A, que

interfiere en el receptor estrogénico (Romano, 2012).
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3.5 Bisfenol a (BPA)

El bisfenol A (2,2-bis(4-hidroxifenil)propano) (Figura 3) se obtiene por la condensacién de dos
moléculas fenol con una molécula de acetona en presencia de acido clorhidrico (FitzGerald &
Wilks, 2014). Fue sintetizado a principios del siglo XX, originalmente con la finalidad de ser un
estrogeno sintético, debido a su accion sobre el uUtero de roedores. De hecho, el
dietilestilbestrol, un analogo estructural, se encontr6 que era mucho mas potente. Tiempo
después, el BPA ha sido ampliamente utilizado por sus propiedades de entrecruzamiento, ya
gue el BPA se une con otra molécula para formar polimeros. (Dodds & Lawson, 1936)

H:C CH;

@ @ Fig 3. Estructura quimica del Bisfenol A

OH HO

El BPA se utiliza fundamentalmente como monémero en la produccion de plastico de
policarbonato y resinas epoxi. El policarbonato se utiliza ampliamente en la fabricacion de
materiales en contacto con alimentos, como biberones, vajillas, utensilios de horno y
microondas, envases de alimentos, botellas de agua, leche y otras bebidas, equipos de
procesamiento y tuberias de agua. Las resinas epoxi se usan como revestimiento de
proteccion de diversas latas de alimentos y bebidas, y como revestimiento de las tapas
metélicas de jarras y botellas de vidrio, incluidos los envases de las preparaciones para
lactantes (OMS, 2009)

Los cientificos han descubierto que el BPA interacciona con los receptores de estrogenos,
tanto en el ndcleo como en la membrana celular, actuando como un antagonista de los
receptores androgénicos y reduciendo la sintesis de algunos esteroides a nivel molecular
(Wolstenholme et al., 2011).
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En todas las especies estudiadas, se ha visto que después de administracion oral, el BPA se
absorbia rapidamente en gran proporcion (entre un 85-100% de la dosis administrada) en el
tracto gastrointestinal. La absorcion dérmica in vitro utilizando piel humana, resultd ser de
aproximadamente un 10%. No hay datos toxicocinéticos del BPA después de exposicion por
inhalacién, aunque se supone que la absorcién sera apreciable (OMS, 2009).

Atendiendo a la distribucion en los tejidos después de administracién oral, se ha observado
gue el BPA desaparece rapidamente de la sangre, ya que se observa efecto primer paso por
el higado, donde se metaboliza en gran parte. En ratas adultas sélo un 10-20% de la dosis

administrada alcanza los tejidos (OMS, 2009)

Se ha encontrado la presencia de BPA en muestras humanas como orina, suero, sangre y
saliva, los niveles de BPA dependeran del tipo de muestra 6 el método de deteccidon, aunque
reportes repetidos indican que los niveles de BPA en humanos estan en rangos nanomolares
(Vandenberg et al., 2007) Por ejemplo, los niveles tipicos de BPA en suero y orina de adulto
tienen un rango de 1-90nM y 5-10nM respectivamente (Vandenberg et al., 2007)

3.6 Importancia de estudiar el impacto de los bisfenoles como disruptores endocrinos

Como se mencion6 anteriormente el BPA es una sustancia disruptiva endocrina estrogénica,
es por esto que ha sido tema de estudio en los ultimos afios en donde se han realizado
diversos estudios de los efectos que tiene en los animales y en los humanos. El BPA, se
pueden absorber a través de diversos rutas tales como ingestion, inhalacidén y contacto con la

piel en humanos y animales (Park & Lim, 2010).

Cuando el BPA alcanza por via oral el organismo, se metaboliza en el higado con mucha
rapidez, convirtiendose en un metabolito muy soluble: BPA-glucuronido (BPA-GLU) (Vdlkel,
2005). Una cantidad mas pequefia de BPA, reacciona con sulfato dando lugar a BPA-Sulfato
(Geens et al., 2012). La conjugacion del BPA se considera un proceso de desintoxicacion

(Matthews et al., 2001), ya que este, se elimina de manera eficiente por la orina.

20



El BPA conjugado no presenta actividad estrogénica, por lo que cuando el BPA es
metabolizado, sélo una pequefia cantidad de BPA libre puede unirse a los receptores
estrogénicos (ER) produciendo la alteracion hormonal y los consiguientes efectos adversos
(Mileva et al., 2014). Se ha demostrado que el BPA puede unirse a varios receptores de
hormonas nucleares, incluidos los receptores de estrogeno (ER) (Routledge et al., 2000), el
receptor de la hormona tiroidea (TR) (Zoeller et al., 2005), peroxisoma proliferador activado
receptor-g (PPAR-g) (Kwintkiewicz, 2010), receptor-g relacionado con estrégenos (ERR-Q)
(Matsushima et al., 2007) ,y el receptor de pregnano X humano (PXR)(Sui et al., 2012) , asi
como el receptor de estrégeno acoplado a proteina G (GPER) (Dong et al., 2011)

El BPA ha sido implicado en animales de laboratorio, como causa de trastornos reproductivos
y desarrollo de anomalias que incluyen la disminucion de produccion de esperma, aumento
de células proliferativas en cancer de mama y estimulacion de prolactina (Farabollini et al.,
1999; Takao, 1999).

Ademas se demostro que el BPA tiene la capacidad de modificar el epigenoma, cambiando la
metilacion del ADN, por consiguiente, se altera la transcripcion de genes (Kundakovic &
Champagne, 2011)

También se informd que el BPA puede perturbar el sistema inmune a través de una variedad
de sefales de citocinas, (Segura et al., 1999) también pueden promover la produccion de

citocinas e inmunoglobulinas en macrofagos y células B in vitro (Hong et al., 2004)

3.7 Mastocito y BPA

Existen pocos estudios respecto al efecto directo del BPA en células del sistema inmunolégico
y la informacion del efecto que ejerce el BPA en los mastocitos es particularmente escasa. A
la fecha solo existen 3 estudios, que se describen a continuacion. El primero fue un estudio
cuyo objetivo era ver el efecto de la exposicion prenatal a BPA, en el desarrollo de las
glandulas mamarias en ratas y en la susceptibilidad a un carcinégeno especifico. Se observo
gue la exposicion a BPA aumentaba las lesiones pre-neoplasicas en las mamas y que

ademas, los animales expuestos a BPA presentaban un incremento en el namero de
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mastocitos en la gldndula mamaria, el cual se asociaba con la formacién de ductos
hiperplasicos (Durando et al., 2007). El segundo estudio reportd que la exposicion in vitro de
mastocitos murinos a BPA inducia la liberacién de histamina y de leucotrienos, un efecto que
no fue dependiente de receptores de estrogeno. Este estudio sugirié que la exposicion a BPA
a niveles a los que los humanos estamos expuestos puede provocar una respuesta
inflamatoria aguda a través de la activacion de los mastocitos(O’Brien et al., 2013). El tercer
estudio, reportd que mastocitos provenientes de ratones adultos que habian sido expuestos a
BPA durante la etapa perinatal, mostraban un aumento en la respuesta inflamatoria mediada
por IgE. Estos mastocitos presentaban una aumentada produccion de IL-4, 5, 6, 13 y TNF-a,
citocinas asociadas al asma. Adicionalmente, los mastocitos de los ratones expuestos a BPA
presentaban un aumento en la metilacion global de ADN, lo que indicaba el potencial del BPA
en la desregulacion de las funciones de estas células (O’'Brien et al., 2013b)

4. JUSTIFICACION

En el mundo moderno, la poblacion esta expuesta diariamente a cientos de contaminantes
guimicos, entre los que se encuentran los denominados compuestos disruptores endocrinos,
guimicos que pueden interferir o mimetizar la actividad de las hormonas, ocasionando
diferentes dafios en la salud (De Coster & van Larebeke, 2012). El bisfenol A (BPA), es un
monomero presente en plasticos y resinas, es el de mayor interés porque tiene un alto

potencial de exposicién humana (Durando et al., 2007)

Diversos estudios han encontrado que la exposicion al BPA, no solo tiene efectos dafiinos en
el aparato reproductivo, sino que también tiene efectos negativos en el sistema inmunoldgico.
Estudios in vivo e in vitro, han demostrado que el BPA puede alterar el funcionamiento de las
células del sistema inmune, una de estas células son los mastocitos. Cientificos mencionan
gue la interaccion entre el BPA y los mastocitos, puede contribuir a la patogénesis y
gravedad del asma, esto se debe a que el BPA tiene la capacidad de aumentar la
degranulacién del mastocito (O’Brien et al., 2013). De igual manera se ha demostrado que la
exposicion de BPA en edad perinatal en ratones, tiene una influencia a largo plazo en la

respuesta de los mastocitos, regulada por la produccion de mediadores pro-inflamatorios
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asociados con el asma y los niveles globales de metilacion del ADN. Estos estudios sugieren
el potencial del BPA para la desregularizacion de la respuesta de los mastocitos,
contribuyendo a la inflamacion pulmonar alérgica asociada con enfermedades de las vias

aéreas en la edad adulta (O’Brien et al., 2013).

Aungue en los Ultimos afios se han realizado cientos de estudios in vitro e in vivo para
demostrar los diferentes efectos dafinos del BPA, los estudios respecto al efecto directo del
BPA en células del sistema inmunoldgico humano son pocos. Concretamente, la informacion
de los efectos del BPA en la respuesta de mastocitos humanos, es casi nula. Dado el papel
relevante del mastocitoo en diversos procesos inmunolégicos y en el desarrollo de
enfermedades inflamatorias, resulta interesante estudiar los efectos del BPA en la activacion
de mastocitos humanos, asi como la produccion de mediadores inflamatorios de respuesta
inmediata (degranulacion) y tardia (sintesis de novo), involucrados en el desarrollo de

enfermedades inflamatorias.

El siguiente trabajo de tesis experimental tiene la finalidad de estudiar el efecto de la
exposicion in vitro de diferentes concentraciones de bisfenol A en mastocitos humanos
(LAD2), para comprender la capacidad de estos compuestos de alterar la produccion de
mediadores inflamatorios de respuesta inmediata (degranulacién) y tardia (sintesis de novo)

de los mastocitos.
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5. HIPOTESIS

Al estimular mastocitos humanos (LAD2) con bisfenol A, se propiciara la liberaciéon de
mediadores como TNF-a, asi como la sintesis de novo de mediadores: triptasa, quimasa, IL-4,
IL-8, TNF-a, TGF-B y VEGF

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la exposicion de BPA produce la degranulacion de mastocitos humanos (LAD2) la
cual sera evaluada mediante la determinacion de la liberacién de -hexosaminidasa, TNF-a y
sintesis de novo de mediadores (triptasa, quimasa, IL-4, IL-8, TNF-a, TGF-B y VEGF), con la
finalidad determinar si existe algun estimulo de dichas células frente al BPA.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

v' Determinar la liberaciéon de B-hexosaminidasa en mastocitos humanos (LAD2)
mediante la estimulacion de diferentes concentraciones de BPA, para evaluar si
fomento la degranulacion de dichas células.

v' Detectar si se fomenta la degranulacién en mastocitos humanos (LAD2) después de la
estimulacion con diferentes concentraciones de BPA, con la cuantificacion de la
liberacion de TNF-a mediante la técnica de ELISA sandwich.

v' Conocer si el BPA fomenta en mastocitos humanos (LAD2) la sintesis de novo de
mediadores mediante el aumento de la expresion de los genes de triptasa, quimasa, IL-
4, IL-8, TNF-a, TGF-B y VEGF los cuales se determinaran con la RT-PCR.

24



8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Cultivo celular de mastocitos humanos (LAD2)

Los cultivos celulares de mastocitos humanos son de dificil acceso, debido a la complejidad
de obtener un numero significativo de mastocitos en los cultivos primarios, aunando a esto
también existia la dificultad de que los cultivos de mastocitos no sobrevivian a largo plazo
(Kirshenbaum et al., 2003). La Unica linea celular que existia era la HMC-1 (Human Mast Cell
1), derivada de un paciente con leucemia de mastocitos; sin embargo estas células presentan
deficiencias que limitan su utilidad, tienen mutaciones en la secuencia que codifica C-Kit (esta
permanentemente fosforilado) presentan granulos escasos y ademas carecen de un receptor

funcional de IgE (Sundstrom et al., 2003).

En el afio 2000 se logro aislar nuevas lineas celulares de mastocitos humanos denominados
LAD1 y LAD2, las cuales se obtuvieron de sangre de médula 6sea de un paciente masculino
gue presentaba sarcoma de mastocitos/leucemia. Las células LAD1 y LAD2 tienen las
caracteristicas ultraesctructurales de los mastocitos humanos maduros, contienen abundantes
granulos y expresan un FceRI funcional, ademas, contienen histamina, triptasa y quimasa. La
disponibilidad de estas lineas celulares ofrece una circunstancia sin precedentes para

examinar la biologia de los mastocitos humanos (Kirshenbaum et al., 2003).

Los mastocitos humanos LAD2, fueron cultivados en medio libre de suero (StemPro®-34
SFM, Life techonologies, Gibco), suplementado con 2mM de GlutaMAX, 2mM de
Antibiotico/Antimicético y 100ug/mL de SCF humano recombinante (Peprotech, Rocky Hill,
NJ). Las células fueron mantenidas en cajas de cultivo de 75cm? en una densidad minima de
200 mil células/mL y maxima de 400 mil células/mL, incubadas a 37°C con 5% de CO.. El

medio de cultivo fue remplazado semanalmente por hemideplecion.
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8.2 Determinacion de liberacion de B-hexosaminidasa

La B-hexosaminidasa es una enzima contenida en los granulos citoplasmaticos de los
mastocitos, el nivel de esta enzima liberada en el sobrenadante proporciona una indicacion
del grado de proceso de degranulacién que ocurre inmediatamente después de la activacion
de los mastocitos (Yu et al., 2016).

Se utilizaron 15 000 células LAD2 por ensayo, realizando triplicados por tratamiento, las
células se colocaron en microtubos de 0.6mL, siendo resuspendidas en 50uL de HTB (Hepes
Tyrodes Buffer), se agrego 50uL de los estimulos correspondientes, teniendo un volumen final
de 100uL. para los controles positivos se utilizO el compuesto activador C48/80 a una
concentracion de 1ug/mL; se utilizo un control basal al que solamente se afadié regulador
HTB (Hepes Tyrodes Buffer) a las células tratadas se afiadid bisfenol A, a concentraciones
crecientes (25uM, 50uM, 100uM,)! se incubaron durante 30min a 37°C y 5% de COx,
posteriormente se centrifugd los microtubos a 3400rpm por 5min; se separd los
sobrenadantes en microtubos de 0.5mL; por otro lado se lisan las pastillas con 100uL de
Triton X-100 al 0.5%.

Por ultimo se coloco 20uL de los sobrenadantes y 20uL de la pastilla en diferentes pozos de
una placa de ELISA, se afiadié a cada pozo 50uL de sustrato de utilizado P-nitrofenil N-acetil-
beta-D-glucosamina, se incuba a 37°C por 90min, posteriormente de para la reaccidn
afadiendo 150uL de glicina 0.2M, pH 10.7. Los niveles de [(-hexosaminidasa en
sobrenadantes y en los lisados celulares, fueron determinados por un ensayo colorimétrico; en

donde el substrato utilizado P-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosamina reacciona con la

! La concentracion de BPA de 50uM se tomé como referencia del articulo (Shim JU & Lim,
2009), ya que trabajaron con ensayos de degranulacion en la linea celular de mastocitos
humanos (HMC-1); por ahora, la literatura no reporta ensayos de degranulacion en LAD2

después de la estimulacion con BPA, por lo que las concentraciones de 25uM y 100uM se

propusieron para conocer la respuesta a concentraciones inferiores y superiores.
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hexosaminidasa presente, formando una sustancia colorida 4-P-nitrofenol la cual se lee a
405nm.

Los porcentajes de B-hexosaminidasa se calcularon utilizando la siguiente formula

( lectura del sobrenadante ) 100
lectura del sobrenadante + lectura de pastilla X

8.3 Determinacion de TNF-a mediante ELISA sandwich

Se colocaron 200 mil células LAD2 por pocillo, incubandolas durante 24 horas a 37°C/5% CO2
con diferentes concentraciones de BPA (25uM, 50uM y 100uM)?, se colocé como control
positivo C48/80.

Se centrifugd la placa de cultivo, tomando el sobrenadante libre de células, para la
cuantificacion de TNF-a, mediante el kit de ELISA (PEPROTECH) segun las instrucciones del

fabricante (Anexo 1)

El rango de deteccion para TNF- a fue de 16-2000pg/mL.

8.4 Determinacion del efecto del BPA en la expresion de genes en mastocitos
humanos (LAD2)

Para cuantificar mediante la técnica de PCR punto final, el efecto que provoca El BPA en la
sintesis de novo de triptasa, quimasa, TNF-a, VEGF, IL-4, IL-8 y TGF- en mastocitos
humanos (LAD2), se llevd a cabo una estimulacion de los mastocitos a diferentes

concentraciones de BPA

Se utilizé una placa de cultivo de 6 pozos, en donde se depositaron 2X10° células LAD2, en

un volumen final de 2mL de medio Stem-Pro con 50% de suplemento y sin SCF. Se coloco

2 Las concentraciones de BPA (25uM, 50uM y 100uM) propuestas en la cuantificacion de TNF-a, fueron
iguales al ensayo de la estimacion del porcentagje de la liberacidon de beta-hexosaminidasa.

27



por pozo, un control basal y concentraciones finales de BPA (100nM, 25uM, 50uM y 100uM)3
; se incubd la placa por 24 horas a 37°C con una concentracion 5% de CO..

8.5 Extraccion y cuantificacion de RNA

El dogma central de la biologia molecular, describe el flujo de la informacién para la expresién
de la informacién hereditaria, en donde dice que el DNA se transcribe en RNA, para dar origen
a proteinas (Koolman & ROhm, 2012). La biologia molecular se ha encargado de aplicar
técnicas para determinar la expresion de genes en base al dogma central de la biologia
molecular, un claro ejemplo es la g-PCR (PCR en tiempo real). La g-PCR comprende dos
procesos, primeramente una transcripcion inversa, que a partir de acido ribonucleico (ARN)
sintetiza ADN complementario (ADNc), con el cual se realiza posteriormente la(s) PCR(s)

correspondiente(s) (Diaz, 2013).

La extraccion de RNA de mastocitos estimulados se llevo a cabo con el kit RNeasy Minikit de
QIAGEN® (Anexo 2), el cual se fundamenta en las propiedades de enlace selectivo del acido
ribonucleico (RNA) a una membrana de silice contenida en una columna. En primer lugar las
muestras son lisadas y homogenizadas en presencia del buffer de tiocianato de guanidina,
esté buffer también tiene la capacidad de conservar la integridad del RNA mediante la
inhibicion de las RNAsas. Se afade etanol para proporcionar condiciones de enlace
apropiado, y a continuacion la muestra se aplica en una columna RNeasy, donde el RNA total
se une a la membrana de silice y los contaminantes son arrastrados de forma eficiente;
finalmente el RNA es eluido en 30uL de agua libre de RNAsas para su posterior
cuantificacion. La cuantificacion del RNA de cada muestra se llevo a cabo mediante el uso de

NanoDrop®, el cual es un espectrofotémetro de espectro total (220-750nm).

3 En base a los resultados obtenido en el articulo (Ptak & Gregoraszczuk, 2015) en donde obtienen una
expresion significativa para el gen VEGF a una concentracién de BPA de 100nM, en lineas celulares
gue derivan de cdncer de ovario, es por esto que se propuso conocer el comportamiento de la
expresion de los genes correspondientes, en células LAD2 a concentraciones de BPA (100nM, 25uM,
S0uM y 100uM
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8.6 Sintesis de ADN complementario (cDNA)

Dado que el RNA es de solo una hebra y es sensible al calor, es necesario hacer una
transcripcion reversa, antes de iniciar la amplificacion por PCR. La transcripcion reversa

genera una copia de ADN complementaria (cDNA), la cual es mas estable al calor.

La sintesis de cDNA a partir de RNA se realizé mediante el kit RevertAid first strand de
Thermo Fisher Scientific (Anexo 3), el cual utiliza una retrotranscriptasa (RT) y un M-Mult RT
recombinante que mantiene la actividad de la enzima a 42-50°C, y es adecuado para la
sintesis de cDNA hasta 13 Kb.

RiboLock RNase inhibitor protege eficazmente las plantillas de RNA de la degradacion, los
oligos dT se alinean selectivamente a la cola de poli(A) del mRNA. La reaccion se lleva a cabo
a 40°C por 60min y se termina a 70°C por 5min para inactivar la enzima retrotranscriptasa;
una vez finalizada la reaccion los productos de sintesis se conservan a -20°C, para su

posterior andlisis de expresion génica mediante la RT-PCR (Thermo Fisher Scientific, 2015).

8.7 Amplificacion de cDNA por PCR tiempo final (RT-PCR)

La PCR en tiempo real fue desarrollada con la finalidad de cuantificar la diferencia en la
expresion del mRNA, con ayuda de un sistema de deteccion. La deteccion y cuantificacion de
un reportero cuya actividad de fluorescencia (SYBR Green), aumenta en proporcién directa a
las cantidades de producto de PCR en la reaccion. El término, tiempo real se refiere a que la
deteccion de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién, por otra parte el
término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la cantidad de DNA en la
muestra (de Dios, 2013). Con ayuda de un termociclador que tiene acoplado un sistema de
deteccion que es capaz de cuantificar la sefial emitida por el reportero al final de cada ciclo

para cada muestra.
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Se realiz6 una dilucion del cDNA obtenido 1:3 con agua libre de endonucleasas, se utilizé El
kit g-RTPCR Light Cycler 480 SYBR Green Master 2x de la marca Roche (Anexo 4); que
utiliza el colorante SYBR Green la cual es una molécula cargada positivamente que tiene gran
afinidad al DNA bicateriano, uniéndose en el surco menor del ADN; este intercalamiento
ocasiona que el SYBR Green se oxide y emita fluorescencia. El aparato de RT-PCR detecta
esta fluorescencia y el software calcula los valores de intensidad de fluorescencia. La
intensidad de esta florescencia es proporcional al nimero de copias del ADN blanco. El

termociclador que se uso para la PCR tiempo real fue el Lightcycler480 (Roche).

La amplificacion del ADN se logra usando secuencias cortas de ADN  especifico
complementario (cDNA) al gen de interés, conocidos como iniciadores o primers y la ADN
polimerasa (Cano, 2017). Los iniciadores usados en este proyecto (se muestran en la tabla 3)
fueron diseflados por la Doctora Samira Mufioz Cruz, usando el programa Primer-Blast, del

Centro Nacional de Informacion Biotecnologica de los Estados Unidos (NCBI, NLM, NIH U.S)

Tabla 3: Caracteristicas de los iniciadores usados en la RT-PCR

Genes Secuencia sentido Secuencia anti-sentido

h GAPDH 5-CTT CAC CAC CAT GGA GAA GGC-3" | 5-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3
h Quimasa 5-ACTTCCAACGGTCCCTCAAA-3’ 5- CCTCAAGCTTCTGCCATGTG-3

h Tripatasa 5’-CAG TGG GTG CTG ACC-3° 5-GCA GTT GCA CCC TGA GGG-3
hIL-4 5°-CTC CAA GAA CAC AAC TGA GAA-3 5-ACT CTG GTT GGC TTC CTT CA-3
hIL-8 5"-AAG AGA GCT CTG TCT GGA CC-3 5-GAT ATT CTC TTG GCC CTT GG-3°
h TNF-a 5°-CAG CCT CTT CTC CTT CCT GAT-3 5"-GCC AGA GGG CTG ATT AGA GA-3
h TGF- B 5-GGC CTT TCC TGC TTC TCA TGG-3’ 5-CCT TGC TGT ACT GCG TGT-3"

h VEGF 5’- GCACCCATGGCAGAAGG -3 5- CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3’

Los datos obtenidos de la RT-PCR, fueron exportadas a una hoja de célculo disefiada por la

Doctora Samira Mufioz; estos datos fueron analizados de acuerdo al método comparativo

2 -AACT
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La expresion de los genes de intéres fue normalizada respecto a la expresion constitutiva de
GAPDH. El cambio en la expresion relativa de los genes de intéres se llevo a cabo
comparando su expresion en mastocitos no estimulados (basal) con la expresion en
mastocitos estimulados con las diferentes concentracion de BPA, dichas comparaciones re

realizaron con el método CT comparativo donde:
ACT = (CTgen blanco — CT gen constitutivo GAPDH)
AACT = (ACT muestra tratada — ACT muestra basal)

Posteriormente el valor obtenido se coloca como exponente en la siguiente formula

Z—AACT

8.8 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba de analisis de varianza ANOVA,
donde nos permite identificar si existen diferencias significativas entre el control basal y las
células estimuladas con diferentes concentraciones de BPA. En donde se considero P< 0.05

como estadisticamente significativo.

Los andlisis se realizaron con ayuda del programa GraphPad Prism 6®
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9. DIAGRAMA GENERAL DEL TRABAJO
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10. RESULTADOS

10.1 Cuantificacion de la liberacién de f-hexosaminidasa

En los mastocitos humanos estimulados con diferentes concentraciones de BPA, no se
observé una liberacion significativa de p-hexosaminidasa (***P<0.05), comparada con
respecto a las células sin estimulo (basal), de igual manera se observé que el control positivo
C48/80 indujo una liberacién de B-hexosaminidasa mayor al 70 %, la cual fue significativa
(Figura 4)
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Fig. 4 Cuantificaciéon de la liberacion de B-hexosaminidasa en mastocitos humanos (LAD2)
estimulados 30 minutos con diferentes concentraciones de BPA (25uM, 50uM, 100uM); se analizé el
porcentaje de la liberacién de 3-hexosaminidasa. La liberacién de B-hexosaminidasa sin estimulo (basal)
y estimulada con C48/80 (1ug/ml) fueron incluidas como controles, los valores obtenidos fueron
comparados con el control basal. Los valores mostrados son el promedio + la desviacion estandar de
tres experimentos independientes realizados por triplicado. ***p<0.001 respecto a la liberacion basal.



10.2 Cuantificacion de TNF-a en mastocitos humanos (LAD2) mediante ELISA
sandwich

El BPA no estimulé la liberacion de TNF-a en el mastocito, en ninguna de las
concentraciones usadas; se utilizd6 como control positivo C48/80, el cual si indujo la

produccién de TNF-a (Figura 5)
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Fig. 5 Determinacién de TNF-a en mastocitos humanos (LAD2) mediante ELISA Sandwich
estimulados 24 horas, con diferentes concentraciones de BPA (25uM, 50uM, 100uM); se determind la
concentracion de TNF-a, liberada por los mastocitos. La determinacion TNF-a en mastocitos sin
estimulo (basal) y estimulada con C48/80 (1ug/ml) fueron incluidas como controles, los valores
obtenidos fueron comparadas con el control basal. Los valores mostrados son el promedio * la
desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. **p<0.01 respecto a
la liberacion basal.



Se realizé la cuantificacidn relativa de los niveles de expresion de genes para la sintesis de
novo de mediadores de mastocitos humanos, los cuales se activan al responder a ciertos
estimulos, en estos experimentos se estimulé a mastocitos humanos (LAD2) con diferentes

concentraciones de BPA. Se obtuvieron los siguientes resultados.
10.3 Expresion génica de quimasa
La expresion del gen que codifica para quimasa en mastocitos humanos, no mostré una

diferencia significativa al estimular las células con diferentes concentraciones de BPA, en

comparacioén con las células sin estimulo (basal) (Figura 6)
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Fig. 6 Expresion génica de quimasa en LAD2, al ser estimuladas durante 24 horas con diferentes
concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con la expresion basal. Los valores
mostrados son el promedio de + la desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados
por triplicado
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10.5 Expresion génica de IL-4

La estimulacion de los mastocitos con diferentes concentraciones de BPA no indujo cambios
en la expresion del gen que codifica para IL-4 en comparacién con las células sin estimulo
(basal) (Figura 8)
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Fig. 8 Expresion génica de IL-4 en LAD2, al ser previamente estimuladas 24 horas con diferentes
concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con el control basal. Los valores
mostrados son el promedio de * la desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados
por triplicado
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10.6 Expresion génica de IL-8

La expresion del gen que codifica para IL-8, en mastocitos humanos se vio aumentada de
manera significativa en mastocitos estimulados con BPA a concentraciones de 50uM
(**P<0.01) y 100pM (***P<0.001) en comparacion con las células sin estimulo (basal),

mientras en las concentraciones restantes no existié una diferencia significativa (Figura 9).
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Fig 9. Expresion génica de IL-8 en LAD2, al ser estimuladas durante 24 horas con
diferentes concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con el
control basal. Los valores mostrados son el promedio de * la desviacién estandar de tres
experimentos independientes realizados por triplicado
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10.7 Expresion génica de TNF-a

La expresion del gen que codifica para TNF-a en mastocitos humanos, s6lo mostro
disminuciéon de manera significativa (**P<0.01) en mastocitos estimulados con BPA a las
concentraciones de 25uM y 100uM, en comparacion con las células sin estimulo (basal);

mientras que en las concentraciones restantes no se observo una diferencia significativa
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Fig10. Expresion génica de TNF-a en LAD2, al ser estimuladas durante 24 horas con diferentes
concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con el control basal. Los valores
mostrados son el promedio de + la desviacion estandar de tres experimentos independientes
realizados por triplicado
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10.8 Expresion génica de TGF-f

La expresion del gen que codifica para TGF-p en mastocitos humanos, no mostrd diferencia
significativa en mastocitos estimulados con las diferentes concentraciones de BPA, en

comparacioén con las células sin estimulo (basal), (Figura 11).
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Fig 11. Expresidon génica de TGF en LAD2, al ser estimuladas durante 24 horas con diferentes
concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con el control basal. Los valores
mostrados son el promedio de * la desviacién estandar de tres experimentos independientes realizados
por triplicado
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10.9 Expresion génica de VEGF

La expresion del gen que codifica para VEGF en mastocitos humanos, se vio aumentada de
manera significativa en mastocitos estimulados con BPA a concentraciones de 100 nM
(*P<0.05), 25 pM (*P<0.05), 50 uM (**P<0.01) y 100 uM (***P<0.001) en comparacion con las

células sin estimulo (basal) (Figura 12).
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Fig 12. Expresién génica de VEGF en LAD2, al ser estimuladas durante 24 horas con diferentes
concentraciones de BPA. Los valores obtenidos fueron comparados con el control basal. Los valores
mostrados son el promedio de * la desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados

por triplicado.



11. DISCUSION

Los mastocitos son células importantes en la defensa que realiza la respuesta inmune; como
se menciono anteriormente estas células funcionan como centinelas, ya que al encontrarse en
tejidos como la piel, vias respiratorias, vasos sanguineos e intestinos, son una de las
primeras células en enfrentar patdgenos o estimulos externos que entran al organismo
(Marshall, 2004). Sin embargo, los mastocitos también han sido implicados como efectores
cruciales en enfermedades alérgicas y varias otras afecciones inflamatorias crénicas, como la
artritis reumatoide, vasculitis y ateroesclerosis; en cada uno de estos casos, la degranulacion
tiene un rol muy importante, pues los mastocitos poseen la capacidad de producir enormes

cantidades de citocinas proinflamatorias o proangiogénicas (Marshall, 2004).

Recientemente, el bisfenol A (BPA), ha sido asociado con sintomas de asma grave en
humanos (Latini, Knipp, Mantovani, & Marcovecchio, 2010; Spanier, Kahn, Kunselman, &
Schaefer, 2014; Vaidya & Kulkarni, 2012), ademas de numerosos efectos adversos para la
salud (Golub et al., 2010).

La exposicion de BPA en humanos y animales ha aumentado de manera considerable
(Vandenberg, 2007); se ha encontrado presencia de BPA en muestras de orina, suero,
sangre y saliva humanas, en cantidades variables, aunque los informes indicaron
repetidamente que los niveles de BPA en humanos estan en el rango nanomolar
(Vandenberg, 2007). Por ejemplo, lo niveles tipicos de BPA total en adultos resultaron estar
en suero y orina en un rango de 1-90nM y 5-10nM, respectivamente (Vandenberg, 2007).
Concretamente, la informacion de los efectos del BPA en la respuesta de mastocitos
humanos, es casi nula; la literatura reporta que concentraciones de BPA de 50uM, pueden
potenciar la activacion de mastocitos (Park & Lim, 2010; Shim & Lim, 2009), sin embargo
dichos estudios fueron realizados con diferentes lineas celulares; Park & Lim, utilizaron una
linea celular de mastocitos proveniente de sangre periférica del organismo Rattus norvegicus
(RBL-2H3); mientras que Shim & Lim experimentaron con una linea celular de mastocitos
humanos (HMC-1), ambos estudios demostraron mediante la determinacion de histamina, la

activacion de las células a concentraciones de BPA de 50uM.
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Una respuesta directa o indirecta, puede provocar una activacion inapropiada en los
mastocitos; cabe mencionar que investigaciones han demostrado que el estradiol, la
progesterona, y los xenoestrogenos sintéticos pueden estimular la degranulacion de los
mastocitos (Jensen et al.,, 2010; Kennedy et al., 2012; Lee et al., 2011) y, dado que los
mastocitos juegan un papel central en el asma atdpica, se ha formulado la hipétesis de que
una exposicion generalizada a xenoestrégenos sintéticos influye de manera importante en el
desarrollo de dichas enfermedades (Latini etal.,, 2010; Phillips & Foster, 2008). Estudios
realizados con la linea celular BMMC (bone marrow mast cells) han relevado la importancia de
la ruta ERK, para que los dichas células liberen histamina después de estimularlos con BPA
(O’Brien et al., 2013).

Para determinar la degranulacién de los mastocitos estimulados con BPA, se llevo a cabo el
ensayo de liberacion de B-hexosaminidasa. La hexosaminidasa pertenece a la familia de las
hidrolasas; esta enzima se encuentra presente en los lisosomas de todas las células
nucleadas, asi como en los granulos de los mastocitos, cuando existe una liberacion de
mediadores de mastocitos, se libera la B-hexosaminidasa de sus granulos, siendo de utilidad

como marcador de la degranulacion de mastocitos (Rodriguez, 1996).

En la figura 4 y 5, mediante la determinacién de liberacion de beta-hexosaminidasa y la
cuantificacion de TNF-a mediante ELISA se observa que no existio activacion en los
mastocitos estimulados con las diferentes concentraciones de BPA. Se determind TNF-q,
pues los mastocitos al ser activados liberan mediadores preformados almacenados en sus
granulos citoplasmicos, entre los cuales se encuentra la beta-hexosaminidasa y el TNF-a
(Boyce, 2003; Bradding et al., 2006). En comparacion a estudios previos realizados en
mastocitos, en donde se reporta que el BPA potencia la liberacion de B-hexosaminidasa
inducida por el entrecruzamiento de las IgE (inmunoglobulina E) unidas al FceRlen en la
superficie de estas células (Nakajima et al., 2012); de igual manera en la literatura se reporta
gue los efectos de los estrégenos ambientales, causan la degranulacion parcial rapida de los
mastocitos (Narita et al., 2007); sin embargo el mastocito humano en comparacion con el
mastocito murino no libera una gran cantidad de TNF-a (Bischoff, 2007) tal como se denota en

la tabla 4, por lo que seria interesante determinar la degranulacion del mastocito humano
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(LAD2) cuantificando IL-5, después de estimular dichas células con BPA, ya que esta citocina
se produce en grandes concentraciones en mastocitos humanos; otro aspecto importante que
reporta la literatura es que el mastocito humano se activa clasicamente por el
entrecruzamiento de la IgE unida a la superficie celular, por alérgenos en individuos
sensibilizados, este mecanismo de la activacion de mastocitos a través del FceRIl es un
evento crucial en reacciones de hipersensibilidad tipo 1 (Bischoff, 2007). Una vez que los
mastocitos se activaron por el entrecruzamiento de la IgE, las células inmediatamente inician
la liberacion y la sintesis de novo de mediadores, tales como histamina, serotonina,
intermedios del acido araquiddnico y citocinas (Gilfillan & Tkaczyk, 2006; Kawakami & Galli,
2002; Metcalfe et al., 1981). Otro aspecto que se debe tomar en cuenta es que la capacidad
de los mastocitos para responder a estimulos se ve alterado por el microambiente de citocinas
y quimiocinas (Marshall, 2004), en estudios previos se ha demostrado esto, pues se concluyo
gue el pre-tratamiento en mastocitos con IL-5, junto con la activacion mediada por IgE,
aumenta la produccion de TNF-a, CCL3 and GM-CSF (Ochi et al., 2000); también se ha
demostrado que el tratamiento de mastocitos con IL-4 aumenta la expresion de LTC4 sintetasa
(Hsieh et al., 2001). Se ha encontrado que citocinas inflamatorias y mediadores lipidicos
induce la produccion de citoquinas por los mastocitos; como lo demuestra la observacion de

gue la IL-1B induce la secrecion de IL-6 (Kandere-Grzybowska, 2003).

Se propone realizar ensayos de citotoxicidad del BPA en la linea celular LAD2, con la finalidad
de detectar la citotoxicidad celular; la cual se define como una alteracion de las funciones
celulares basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado, mediante
mecanismos celulares conocidos. Los efectos adversos producidos por la citotoxicidad celular
pueden provocar la interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la
supervivencia celular, proliferacion o funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad
de la membrana, del citoesqueleto, metabolismo, sintesis, degradacién y liberacion de

constituyentes celulares (Repetto, 2002).
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Tabla 4 Principales diferencias funcionales entre los mastocitos murinos y humanos

Caracteritica Mastocito de murino Mastocito de humano
Proteasas Varias triptasas y quimasas con diferentes | Tres triptasas (a, B y y); una quimasa
especificidades (tales como MCP1-MCP14)
y B-hexosaminidasa
Expresion del receptor +4++ +/-
de IL-3
Produccion de IL-4 +++ -
Produccién de IL-5 +? +++
Produccion de TNF 4+ +
Expresién constitutiva +++ +/-
de FcyRI
Expresion de CD14 ++ -
Expresién constitutiva +++ +/-
de TLR

Siguiendo estos resultados propuestos por Stephan C. Bischoff, se podria mejorar las técnicas
para determinar la degranulacion de mastocitos, por ejemplo para determinar la degranulaciéon
siguiendo el contenido de proteasas se puede realizar una determinacion de triptasa,
mediante un inmunoanalisis de sandwich, de igual manera se observa en la tabla la

B-hexosaminidasa se suele observar de manera considerable en mastocitos de ratén.

Los mastocitos no sélo desempefian un papel principal en la reaccion de hipersensibilidad
inmediata al liberar mediadores quimicos; también pueden expresar citocinas proinflamatorias
(IL-6, IL-1B, TNF-a) y proangiogénicas, estas citocinas estan involucradas en fases

posteriores del proceso inflamatorio (Drazen et al., 1996).

En los resultados sobre el estudio de la sintesis de novo de mediadores como fue triptasa,
guimasa, TNF, VEGF, IL-4 e IL-8, después de ser estimuladas con diferentes concentraciones
de BPA, se obtuvo una diferencia significativa para VEGF, tripatasa, y para IL-8 se obtuvo

respuesta significativa con una concentraciéon de BPA de 50uM y 100uM; teniendo en cuenta
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el andlisis de la tabla 2, es coherente que no exista sintesis de novo de IL-4 en mastocitos

humanos estimulados con BPA.

En la figura 7, 9 se refleja una sintesis de novo significativa para triptasa, IL-8 (concentracion
de BPA de 50uM y 100uM), respectivamente, es decir el BPA induce la expresion de dichos
genes; la literatura menciona que esto se debe a que multiples factores de transcripcion son
inducidos en el citoplasma en células activadas y luego se traslada al nucleo donde ejercen
control positivo sobre genes celulares, en particular, la fosforilacion de proteincinasas,
activadas por mitogenos (MAPK) como JNK, ERK y p38 pueden resultar, directa o
indirectamente, en subsecuentes activaciones de factores transcripcionales. En particular, La
proteina activadora (AP) -1, la cual es un factor de transcripcion sensible a redox que puede
regular genes proinflamatorios (Lee et al., 2004).

El complejo AP-1, un heterodimero transcripcionalmente activo de las proteinas Fos y Jun, es
uno de los factores de transcripcion mas analizados en el estudio de la regulacion génica en
respuesta a sefales extracelulares, sin embargo aun se desconoce el mecanismo molecular

preciso que fundamente la expresion de dichos genes (Lee et al., 2004).

En la figura 12 se muestra un aumento en la expresion de VEGF, la cual responde a una
respuesta concentracion dependiente, como se mencion6 anteriormente la linea celular LAD2
proviene de un paciente con mastocitosis; la mastocitosis es un término usado para denotar
un grupo heterogéneo de condiciones definidas por la expansion y acumulacion de
mastocitos formando tejido neoplasico en varios 6rganos, lo que puede ocasionar tumores
(Valent et al., 2017). Aunando a esto se ha descritito que en tumores malignos la formacion
de vasos sanguineos se promueve mediante la secrecion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), proteina encargada del desarrollo de capilares sanguineos. El BPA tiene un
efecto estimulante en la expresion y secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y en su receptor (VEGF-R) a concentraciones nanomolares (1, 40 y 100nM) en
células ovaricas cancerosas (SKOV-3 y OVCAR-3), pero no en células humanas no
cancerosas (HOSEpIC), por lo que el BPA favorece el proceso de crecimiento y adaptacion al

organismo de los tumores (Ptak & Gregoraszczuk, 2015).
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12. CONCLUSIONES

No se logro detectar degranulacion de manera directa en la linea celular (LAD2) de
mastocitos humanos, pues diversos autores refieren que concentraciones similares de BPA
potencian la degranulacion dependiente de IgE en mastocitos de murinos. En base a esto se
propone sensibilizar los mastocitos humanos (LAD2) con IgE para favorecer el
entrecruzamiento, y de este modo observar si diferentes concentraciones de BPA estimulan la

degranulacién de dichas células.

Se concluye que la estimulacién de mastocitos humanos con las concentraciones propuestas
de BPA, no induce la degranulacién, pero si propicia la sintesis de novo para los genes de
tripatasa, VEGF e IL-8.
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13. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en el trabajo de tesis experimental, las

perspectivas de trabajos futuros se orientan en:

e Implementar ensayos de citotoxicidad en la linea celular (LAD2) a diferentes
concentraciones de BPA.

e Determinar cuales mediadores de mastocitos y que técnicas experimentales puede
evaluar especificamente la degranulacién en la linea celular de mastocitos humanos
(LAD2).

e Trabajos destinados a completar los aspectos de conocimiento en los efectos del BPA
en la linea celular (LAD2), en concreto se podria estudiar la posibilidad de que el BPA
tenga la posibilidad de activar a los mastocitos mediante una via de activacion
dependiente de IgE.

e Indagar si el microambiente de citocinas y quimiocinas induce o mejora la activacion

de los mastocitos humanos (LAD2) estimulados con BPA.
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ANEXOS

ANEXO 1: Determinacion de TNF-alfa humano mediante el kit de ELISA sandwich PEPROTECH®

Preparacion de la Placa

= Diluir el anticuerpo de captura con PBS a una concentracién de 1ug/mL, Inmediatamente
afiadir 100pL a cada placa de ELISA; sellar la placa e incubar durante la noche a
temperatura ambiente.

= Aspirar los pozos para extraer el liquido, lavar la placa cuatro veces con 250L de tampdn
de lavado, invertir la placa para quitar los restos del buffer y colocar en toalla de papel.

= Afadir 300uL de tamp6n de bloqueo a cada pocillo, incubar durante una hora a
temperatura ambiente.

= Se aspira y se lava la placa cuatro veces.

Protocolo para ELISA

= Estandar/Muestra: Diluir el estdndar de 2ng/mL a cero en el diluyente, inmediatamente
afadir a los pozos 100uL de la curva del estandar 6 de la muestra por duplicado, incubar
a temperatura ambiente por dos horas.

= Deteccion: Aspirar la placa y lavar cuatro veces. Diluir el anticuerpo de deteccion en el
diluyente a una concentracién de 0.25ug/mL. Agregar 100uL por pocillo, incubar 30min a
temperatura ambiente.

= ABTS: Aspirar y lavar la placa cuatro veces, afiadir 100uL de ABTS por cada pocillo,
incubar a temperatura ambiente, para el desarrollo de color.

= Leerla placa a 405nm, corrigiendo a 650nm

ANEXO 2: Extraccion de RNA usando RNeasy Minikit de QIAGEN®

Después de la incubacion de las células LAD2 tratadas, se traspaso el contenido de cada pozo a
microtubos y se centrifugd a 8000rpm por 5Smin.

Las pastillas de células se lisaron y homogeneizaron en 350l de buffer RLT (el buffer contiene tiocianato
de guanidina. EL buffer RLT tiene que mezclarse con B-mercaptoetanol antes de usarse; se adiciona 10uL
de B-mercaptoetanol por cada mililitro de buffer RLT

Poner el lisado de células directamente en la columna QlAshedder, la cual se encuentra colocada en un
tubo colector de 2mL, centrifugar durante 2min a 14 000rpm

Desechar la columna y adicionar 350uL de etanol al 70% al lisado que se encuentra en el tubo colector de
2mL, mezclar por pipeteo

Transferir toda la muestra a la columna RNeasy, la cual se encuentra en un tubo colector de 2mL,
centrifugar por 15seg a 10 000rpm; desechar el filtrado y re-usar el tubo colector para el siguiente paso.
Adicional 700uL del buffer RW1 a la columna RNaeasy con la finalidad de enjuagar la columna,
centrifugar durante 15seg a 10 000rpm; desechar el filtrado y el tubo colector
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Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 2mL. Adicionar 500uL de buffer RPE a la columna,
centrifugar por 15seg a 10 000rpm; desechar el filtrado y re-usar el tubo colector para el siguiente paso
Adicionar a la columna 500uL de buffer RPE a la columna, centrifugar por 2min a 14 000rpm, con la
finalidad de secar la columna y eliminar cualquier residuo de etanol

Transferir la columna a un tubo colector nuevo de 1.5mL y adicionar a la columna 30uL de agua libre de
RNAsas

Se cuantifica el RNA de cada muestra mediante NanoDrop®

Guardar las muestras correspondintes en alicuotas donde contenga 1ug de RNA, a -70°C, para
posteriormente obtener la sintesis de cDNA

ANEXO 3: Sintesis de cDNA usando el kit RevertAid first strand de Thermo Scientific®

Descongelar a temperatura ambiente las muestras y los componentes del kit, después mantener en hielo.
Agregar los siguientes reactivos en un tubo estéril, libre de nucleasas, en el siguiente orden
1. RNA (muestra): RNA total 1ug
2. Agua libre de nucleasas: 10uL
Ariadir los siguientes componentes en el orden indicado
1. Buffer de reaccién 5X: 4L
Inhibidor de RNasas RiboLock (20U/uL): 1uL
Mix dNTP 10mM: 2uL
Primer: Oligo (dT) primer: 1L
Random hexamer: 1uL
RevertAid M-MuLV RT (200U/uL): 1uL
7. Volumen final con la muestra: 20l
Mezcla suavemente y centrifuga brevemente
Colocar las muestras en el termociclador y programar en el orden como se muestra a continuacion
1. Incubar a 42°C por 60min
2. Incubar por 5min a 25°C
3. Incubar nuevamente 42°C por 60min
4. Terminar la reaccion calentando a 70°C por 5 min
El producto se almacena a -20°C, para su posterior uso en el g-PCR

S e

Anexo 4: q-RTPCR Light Cycler 480 SYBR Green Master 2X

Preparar una dilucion den cDNA a 1:3 con agua libre de endonucleasas
Preparar los iniciadores de PCR a una concentracion 10uM
Preparacion de Master Mix (volumen final de reaccion: 10uL). Se prepara por separado por cada juego de
primers. Analizar cada muestra por triplicado; agregar en el siguiente orden
1. Agua grado PCR: 1.5uL
2. Primer F; 0.5uL (concentracion final de 0.5uM)
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3. Primer R: 0.5uL (concentracion final de 0.5uM)
4. 2X SYBR Green: 5L
Mezclar suavemente con la micropipeta
Distribuir 7.5uL del master mix en cada pozo (LightCycler 480 multiwell plate)
Adicionar 2.5uL del cDNA correspondiente a cada muestra; al control negativo el cual no contiene cDNA,
solo se le adiciona agua
Centrifugar la placa a 3000rpm por 2min
Sellar la placa
Colocar la placa en el equipo LightCycler 480 y programar como se muestra a continuacion.
1. Preincubacion: 95°C por 5min
2. Amplificacion
a. Desnaturalizacion: 95°C por 15seg
b. Alineacion: 60°C por 30seg
c. Extension: 72°C por 30seg
3. Curva de disociacion
a. 95°C por 5 min
b. 65°C por 1min
4. Enfriamiento: 40°C por 30seg
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