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Resumen

La inhalacibn de humo de marihuana (HM) es la forma de su consumo mas
extendida, esta asociada con sintomas de inflamacion pulmonar. No obstante, se
desconoce su impacto en la secrecion de interleucinas (IL) y la actividad de enzimas
de respuesta inflamatoria del epitelio alveolar. El objetivo de este estudio fue
analizar la alteracion en los niveles de IL y la actividad de enzimas de respuesta
inflamatoria de modelos in vitro de la barrera epitelial alveolar expuestos a un
extracto de HM (EHM). Se usaron dos modelos celulares, un monocultivo de células
A549 y un co-cultivo de células A549 y macréfagos derivados de la linea celular
THP-1. Se evalud la viabilidad celular mediante el ensayo MTT Yy tincion de cristal
violeta, los niveles de IL (antiinflamatorias y proinflamatorias) usando la tecnologia
Luminex® y la actividad de enzimas de respuesta inflamatoria: arginasa vy
mieloperoxidasa, mediante ensayos colorimétricos. Los resultados mostraron que
la exposicion a concentraciones de EHM equivalentes a las de THC cuantificadas
en fluidos bioldgicos humanos durante 24 h disminuyo la viabilidad del monocultivo
y aumentod la secrecion de IL-6, mientras que en el co-cultivo la misma exposicion
no afecto la viabilidad y aumenté los niveles de IL-1ra e IL-10, junto con el aumento
de actividad de la arginasa y diminucién de la actividad de mieloperoxidasa. De los
resultados se concluye que los modelos investigados tienen una respuesta diferente
al EHM vy se sugiere un posible efecto protector antiinflamatorio de los macréfagos
en la exposicion al EHM. Al comparar los resultados entre ambos modelos se pone
de manifiesto la relevancia de la participacion del sistema inmune en la defensa de
la barrera alveolar. Es conveniente analizar el posible mecanismo de porteccion de
los macréfagos derivados de THP-1, que podria vincularse a la sefalizacion de

cannabinoides.
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Abstract

Marijuana smoke (HM) consumption is the most common form of drug use and can
cause symptoms of lung inflammation. However, how HM affects interleukins (IL)
levels and inflammatory response enzymes activity in the alveolar region, remains
unknown. This study aimed to analyze the modification of IL secretion and activity of
inflammatory response enzymes of in vitro alveolar epithelial barrier models exposed
to a HM extract (EHM). Two cell models were used, a monoculture with A549 cells
and a co-culture with A549 cells and THP-1-derived macrophages. Cell viability was
assessed using MTT assay and crystal violet staining, IL secreted levels were
evaluated using Luminex® technology and the activity of arginase and
myeloperoxidase was performed using colorimetric assays. The study showed that
exposure to concentrations of EHM equivalent to THC concentrations found in
human body fluids for 24 h decreased cell viability and increased IL-6 secretion in
the monoculture, while the same exposure in the co-culture had no effect on cellular
viability but increased IL-1ra and IL-10 secretion in the co-culture, along with
increased arginase activity and reduced myeloperoxidase activity. With the results
obtained it is concluded that both models had a different response to EHM and it is
suggested a potential protective anti-inflammatory effect of THP-1-derived
macrophages. Further research is needed to understand the possible protective

mechanism which could be linked to cannabinoids signaling.
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1. INTRODUCCION

1.1 Marihuana
1.1.1 Composicion quimica

El término “marihuana” se refiere a las hojas secas, flores, tallos y semillas de la
planta Cannabis sativa o0 Cannabis indica (NIDA, 2019). La marihuana contiene mas
de 421 compuestos quimicos, de los cuales la sustancia psicoactiva mas importante
(que contribuye a su toxicidad) es el cannabinoide A°-tetrahidrocannabiol (THC). La
planta cuenta con mas de 60 cannabinoides, aunque los de importancia fisiologica
en la planta son: THC, A8-tetrahidrocannabiol, cannabidiol (CBD), cannabinol
(CBN), cannabicromeno (CBC) y cannabigerol (CBG), de los cuales no todos son
psicotropicos, ni cuentan con la misma afinidad por los receptores de cannabinoides

en el organismo (Radwan et al., 2021; Russo & Marcu, 2017; Sharma et al., 2012).

Anteriormente, el término “cannabinoides” se utilizaba para denominar unicamente
a compuestos provenientes de la Cannabis con una tipica estructura C21 y sus
productos de transformacion que tuvieran accion sobre los receptores de
cannabinoides (CB1 y CB2, principalmente), en la actualidad se reconoce con este
término a todos los compuestos incluyendo fitoquimicos, sintéticos y endégenos que

pueden actuar como ligando sobre dichos receptores (Grotenhermen, 2003).

Ademas de los cannabinoides, la planta cuenta con terpenoides, monoterpenoides,
sesquiterpenoides, alcaloides y flavonoides; las cantidades en las que estos
compuestos estan presentes dependen en gran medida de la genética de la planta,
la estacién del afio en que se produjo, asi como las condiciones en las que se cultivd
y fue almacenada antes de su consumo (Grotenhermen, 2003; Russo & Marcu,
2017; Sharma et al., 2012).

1.1.2 Consumo en México y el mundo

La marihuana es considerada la droga ilegal mas consumida alrededor del mundo;
ha sido usada con propdésitos no médicos y en rituales, asi como medicinales por
casi 5,000 afos (Rella, 2015; United Nations, 2023; UNODC, 2021). Para el afio

1



2021 se estimo que 219 millones de personas en el mundo consumieron Cannabis,
lo que representa un incremento de 10 millones respecto al afio anterior (United
Nations, 2021, 2023). De los informes sobre consumo de marihuana alrededor del
mundo se observa una tendencia al incremento que, entre 2010 y 2020, fue de 23%.
La prevalencia de consumo mas alta (5.34%) entre grupos etarios, pertenecié a los
adolescentes de entre 15 y 16 afios en 2021. Por su parte, Norteamérica fue en
2021 la subregién del mundo con mayor prevalencia de consumo de marihuana
(United Nations, 2023).

En muchos paises, el uso recreacional y medicinal de la marihuana es ilegal y en
otros se esta revisando la situacion legal de su consumo (CONADIC, 2021; UNODC,
2021). En México, su uso medicinal es legal desde 2017 y el uso no médico esta
descriminalizado (CONADIC, 2021). La prevalencia en el consumo frecuente para
el afio 2016 era de 2.1% de la poblacién total, en cuanto al consumo alguna vez en
la vida era de 8.6% en el 2016. Se tiene el registro del incremento de ambas
prevalencias de consumo entre 2011y 2016 (CONADIC et al., 2017). La prevalencia
de consumo en México se encuentra como una de las més bajas a nivel mundial,

aungue no se cuenta con informacién nacional reciente (CONADIC, 2021).

El consumo de marihuana es diverso, puede fumarse como cigarrillos enrollados
llamados porros o joints, en pipa o en pipas de agua (bongs). También se fuma en
blunts, que son cigarros de tabaco vaciados y vueltos a rellenar parcial o totalmente
con marihuana; algunas personas usan vaporizadores. La marihuana también se
puede mezclar con alimentos (alimentos cannabicos) o beberse en forma de
infusion. A su vez, es popular el consumo de aceites, resinas, extractos y
concentrados de THC o CBD (NIDA, 2019).

Entre tantas opciones, la manera de consumo no medico preferente es fumar porros
o blunts. Esto obedece a que los consumidores manifiestan alcanzar efectos
psicotropicos mas rapidamente y de mayor duracién comparado con el consumo
por ingesta y absorcion cutanea de aceites, extractos o tinturas de marihuana,

donde refieren un efecto mas lento (Grotenhermen, 2003; Rella, 2015).



Esto se debe a que la combustién de la marihuana da lugar a la descarboxilacion
de algunos cannabinoides, como es el caso del acido A°-tetrahidrocannabindlico
que genera THC incrementando su concentracion y biodisponibilidad en el
organismo (Grotenhermen, 2003; Rella, 2015). Otra razén por la que los individuos
refieren efectos mas rapidos se debe a que la absorcion y biodisponibilidad de THC
cuando se consumen productos o alimentos cannabicos por ingesta es mas lenta y
menor que cuando se fuma la marihuana (Huestis, 2005). Teniendo esto en
consideracion, es entendible que muchos individuos que la consumen con fines

medicinales, prefieren fumarla (Moir et al., 2008).

Diferentes concentraciones de THC pueden encontrarse en el organismo después
del consumo de marihuana por inhalacién, en la Tabla 1 se encuentran algunas
determinaciones de THC en diferentes fluidos corporales y a diferentes tiempos
después de la inhalacion del HM.

Tabla 1. Concentraciones de THC en fluidos biolégicos después de la
inhalacién de humo de marihuana.

Determinacién

Autores Muestra THC
(ng/ml)
Lavado bronquioalveolar de paciente con
enfermedad pulmonar, fumé cannabis 0.9
Rotolo et catorce dias previos
al., 2019 Lavado bronquioalveolar de paciente con
enfermedad pulmonar, fumo cannabis dos 25.4
dias previos
Sangre de voluntario sin previo consumo,
. . L 2.7
Meier et al., después de fumar un cigarrillo
2018 Sangre de fumador crénico después de fumar 45
un cigarrillo '
Sangre de voluntarios sanos, después de
fumar un cigarrillo de “cannabis ligera” 7.0
. (0.16% THC)
Pacifici et . . .
Sangre, después de fumar cuatro cigarrillos
al., 2020 . o ” 14.1
de “cannabis ligera
Fluido oral, después de fumar cuatro
o by .- ) 11.2
cigarrillos de “cannabis ligera
Sangre de individuos muertos sospechosos
Chu et al., ) .
2021 de haber consumido cannabis toma al 13.7

ingreso a la morgue




Aungue estos valores se acercan, en cierto grado, a la concentracion a la que el
epitelio respiratorio se expone al inhalar humo de marihuana, ésta podria ser mayor.
Se considera que las vias respiratorias profundas se exponen a concentraciones de
humo de marihuana hasta 10 veces superiores a las determinadas en el organismo
(Bailey et al., 2019).

1.1.3 Humo de marihuana

1.1.3.1 Composicion quimica del humo de marihuana

Mas de 2,000 compuestos son producidos durante la pirolisis de la marihuana, entre
ellos se encuentran algunos carcindégenos, como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés) (Graves et al., 2020). Se ha determinado
que, de manera cualitativa, las caracteristicas fisicas del material particulado del
humo de marihuana (HM) son muy similares a las del humo de tabaco (HT), aunque
hay algunas diferencias cuantitativas respecto a masa, tamafio de particulas y
composicién quimica; sin embargo, comparten compuestos (ver Tabla 2) que son
producto de la combustién de material organico y varios de éstos representan riesgo
a la salud (Graves et al., 2020; Sharma et al., 2012).

Dentro de los compuestos que conforman el HM podemos encontrar bajos niveles
de diversos metales, derivados del nitrégeno (amoniaco, 6xidos de nitrégeno,
cianuro de hidrogeno y aminas aromaticas), carbonilos (acetaldehido, acetona y
acroleina), compuesto fendlicos, (fenol, catecol e hidroquinona), y PAH (naftaleno,

antraceno y benzo(a)pireno), entre otros (Graves et al., 2020; Moir et al., 2008).

La composicion quimica del HM dependera en gran medida de la composicion
guimica de la planta y ésta a su vez depende de las condiciones en las que fue
cultivada, por ejemplo, la fertilizacion con nitrogenados que puede elevar la cantidad

de amoniaco y oxidos de nitrogeno (Moir et al., 2008).



Tabla 2. Comparacion de compuestos detectados en humo de tabaco y

marihuana
Compuesto Humo de tabaco Humo de marihuana
Alquitran (mg/cig) 38.2+22 37445
NO (ug/cig) 65.7 + 8.9 296 + 33
CO (mg/cig) 208+1.9 13.4+1.6
Nicotina (mg/cig) 2.44 +£0.18 0.005 +0.011
Amoniaco (ug/cig) 35.5+24 720 £ 84
Mercurio (ng/cig) 3.17 +0.32 <1.10
Cadmio (ng/cig) 145+ 8 6.91+1.34
Plomo (ng/cig) 21.1+1.1 3.85-12.8
Arsénico (ng/cig) 5.49 + 0.33 1.13-3.75
Piridina (pg/cig) 31.1+1.7 346 +4.3
Benceno (ug/cig) 62.2 £3.5 58.3+5.9
Tolueno (ug/cig) 103 +£6 124 £ 15
3-aminobifenilo (ng/cig) 2.22+0.18 9.15 + 0.63
1l-aminonaftaleno (ng/cig) 24.9 + 2.6 84.4+13.2
Formaldehido (ug/cig) 200 + 28 25.1+2.7
Acetaldehido (pg/cig) 872 +101 448 + 44
Acetona (ug/cig) 454 + 44 237 £ 23
Acroleina (ug/cig) 125 +13 543+45
Hidroquinona (pg/cig) 153 £ 12 30.1+29
Fenol (ug/cig) 137+ 11 91.5+105
Antraceno (ng/cig) 91.8+54 709 +6.7
Benzo(a)pireno (ng/cig) 143+1.2 8.67+1.12

En la tabla se muestran parte de los resultados del estudio conducido por Moir et al., (2008).

Cig, cigarrillo.

1.1.3.2 Efectos en la salud asociados a la exposicion al humo de marihuana

Ya que al inhalar HM los tejidos del aparato respiratorio representan la primera

region de exposicion, es el aparato principal donde se lleva a cabo la absorcion de



los compuestos activos y en donde se esperan las primeras alteraciones; a pesar
de ello, la informacion relacionada con los efectos del HM sobre las vias
respiratorias es limitada y controversial, particularmente en lo referente a estudios
epidemioldgicos (Hancox & Sears, 2019; Owen et al., 2014). La exposicion a HM
también afecta al sistema inmunolégico perjudicando la inmunidad mediada por
células, activacion de macrofagos y la liberacion de citocinas; al sistema neurolégico
causando cambios en el comportamiento y emocionales, deterioro del desempefio
psicomotor; al sistema cardiovascular originando taquicardia e hipotension postural;
el sistema reproductivo se ha visto afectado por reducciébn en conteo de
espermatozoides y alteracién de la ovulacion (Brents, 2016; Carvalho et al., 2020;
Owen et al., 2014; Pacher et al., 2018; Volkow et al., 2014).

1.2 Aparato respiratorio

1.2.1 Anatomia y fisiologia del aparato respiratorio

El aparato respiratorio se encarga del intercambio gaseoso que consiste en la
captacion de Oz y la eliminacion de COzg; su disfuncion altera la homeostasis,
conduce a hipoxia o anoxia y acumulacién de productos de desecho que,
finalmente, pueden conducir a la muerte. El aparato respiratorio también participa
en la regulacion del pH sanguineo, la presion arterial y el calor corporal. Tiene una
amplia superficie de contacto entre el medio externo y los capilares sanguineos.
Este aparato se divide en zona de conduccion y zona de respiracion donde

finalmente sucede dicho intercambio (Tortora & Derrickson, 2006).

Las vias respiratorias de conduccion tienen una estructura bifurcada con
prolongaciones sucesivas de vias que se duplican y disminuyen progresivamente
en su diametro interno. Estas divisiones aumentan el area superficial total del
epitelio de las vias respiratorias y el diametro transversal acumulativo de las
mismas, causando un flujo de aire mas lento o nulo en las vias distales. Esta
disminucién del flujo de aire favorece la coleccién de gases y particulas por difusion
radial o sedimentacion en las paredes de las vias, por difusion radial o
sedimentacion y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad al dafio por la exposicion
a contaminantes ambientales (Leikauf, 2021).



La zona de intercambio gaseoso consiste en bronquiolos terminales, bronquiolos
respiratorios, ductos alveolares, alveolos, vasos sanguineos e intersticio pulmonar.
La regidn alveolar es de interés para el estudio de los efectos producidos por gases,
aerosoles y particulas. El epitelio alveolar se compone de células (heumocitos) tipo
| y tipo Il. Las primeras constituyen aproximadamente el 95% de la superficie
alveolar formando con el endotelio y la membrana basal, una capa de tejido delgada
(0.2 ym) que permite el intercambio gaseoso O2-COz, ejemplificado en la Figura 1
(Barosova et al., 2021; Leikauf, 2021).

Célula alveolar
tipo Il (septal)

Membrana
respiratoria

Célula alveolar
tipo |

Macréfago alveolar
(célula de poivo)

Figura 1. Componentes estructurales del alveolo

En la Figura se muestran de manera grafica los tipos celulares que componen el alveolo. Modificado
de Tortora & Derrickson (2006)

Los neumaocitos tipo Il son responsables de la produccién del surfactante pulmonar,
sustancia que permite que la region alveolar no colapse durante la ventilacién y la
protege inmunolégicamente; ademas, esta estirpe celular participa activamente en
la biotransformacion de compuestos, pues contiene enzimas metabdlicas de fase 1
y 2. Estos neumocitos también pueden dar origen a células tipo | cuando éstas
sufren dafio. Ademas de epitelio, en los alveolos se encuentran macrofagos
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residentes que representan la primera linea de defensa inmunoldgica de este tejido
y ejercen el papel de centinelas de dafio por la presencia de agentes extrafios en el
epitelio (Leikauf, 2021).

1.3 Inflamacion

1.3.1 Respuesta inflamatoria y resolucion

La respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa natural del organismo ante
la presencia de estimulos dafiinos como microorganismos patégenos, sustancias
irritantes y células dafiadas, para removerlos e iniciar un proceso curativo
denominado resolucion de la inflamacion (Abbas et al., 2018). La inflamacién se
clasifica en aguda y croénica, siendo la primera generalmente un proceso benéfico
para el organismo que se desarrolla rapidamente, de minutos a horas, y puede

mantenerse por algunos dias. (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019).

La inflamacién crénica, por otra parte, deriva de una respuesta inflamatoria aguda y
sucede cuando el estimulo no ha sido eliminado, el dafio en tejido se ha extendido
o hay una estimulacion constante; las células inmunes en circulacion amplifican la
respuesta inflamatoria liberando moléculas proinflamatorias y pueden llegar a
destruir tejido sano. En general, la mayoria de los mecanismos inflamatorios surgen
por la activacién de receptores que son sensibles a patrones moleculares asociados
a dafio a patégenos o asociados a dafio celular (PAMPs y DAMPs, respectivamente,

por sus siglas en inglés) (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019).

Entre los PAMPs se destaca el lipopolisacarido (LPS) que es el principal
componente de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Es una de
las moléculas inmunomoduladoras mejor estudiadas, reconocida y usada como un
estimulo proinflamatorio, pues el reconocimiento de esta molécula ocasiona la

expresion de citocinas proinflamatorias (Liu et al., 2018; Lu et al., 2008).

Por su parte de entre los DAMPs se encuentran el ATP, el DNA de doble cadena,
el citocromo C, entre otras moléculas que Unicamente son liberadas al espacio

extracelular cuando las células han sufrido dafio (Zindel & Kubes, 2020).



Los receptores sensibles a PAMPs y DAMPs estan presentes principalmente en
células del sistema inmunologico: macréfagos residentes de tejido, células
dendriticas y mastocitos (centinelas de dafo); sin embargo, otros tipos de células,
por ejemplo, las endoteliales y algunas epiteliales que conforman las barreras fisicas
de defensa, también cuentan con algunos de estos receptores. Una vez activados,
a través de transduccion de sefales, son activados diferentes factores de
transcripcion (como NF-kB), que favorecen la expresion transcripcional de
moduladores solubles de la respuesta inflamatoria, principalmente de citocinas
proinflamatorias (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019). Estas tienen
mayoritariamente acciones paracrinas y autocrinas, aunque bajo situaciones
severas pueden producirse cantidades que permitan su entrada a la circulacion y
ejercer una accion endocrina (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019; Oliveira et
al., 2011).

Al ser secretadas, las citocinas son reconocidas por sus receptores especificos
ocasionando la generacién de segundos mensajeros intracelulares que, mediante
regulacion transcripcional, influyen en diversos procesos como el reclutamiento de
células, la secrecion de proteinas, el incremento de actividad de enzimas de la
respuesta inflamatoria, la dilatacion vascular, la adhesion de leucocitos al
revestimiento endotelial, asi como el incremento en la permeabilidad de capilares y
vénulas, todo formando el proceso inflamatorio (Abbas et al., 2018; Oliveira et al.,
2011).

La activacion de enzimas involucradas en la respuesta inflamatoria es un paso
crucial en el inicio de este proceso, ya que muchas de éstas son necesarias para la
sintesis de agentes nocivos para la eliminacion de los estimulos dafiinos y la sintesis
0 activacién de quimioatrayentes que se necesitan de novo (Abbas et al., 2018).
Algunas de estas enzimas son ciclooxigenasas, Oxido nitrico sintetasas (NOS),
NADPH oxidasas y de manera particular, la mieloperoxidasa (MPO), en monocitos,
macrofagos y neutrdfilos. La MPO participa en la defensa del huésped al catalizar
la formacién de intermediarios reactivos de oxigeno, agentes halogenantes y

nitrantes reactivos, incluyendo el acido hipocloroso (HCIO), que permiten a las



células principalmente para eliminar microorganismos patdgenos y restos de tejido
o células dafiadas (Abbas et al., 2018; Aratani, 2018; Feehan & Gilroy, 2019).

Debido a que durante la respuesta inflamatoria se causan dafios en el tejido donde
se lleva a cabo el proceso, es necesario que se inicie su resolucion de manera
Optima para apagar la inflamacién. Este es un proceso activo y con una secuencia
de eventos coordinados por diferentes mediadores que regulan acciones celulares
necesarias para movilizar o eliminar células inflamatorias, inhibir la sintesis y
liberacion de mediadores proinflamatorios, iniciar el catabolismo de los mediadores
inflamatorios que se encuentran en el sitio de infeccidén o dafio, asi como generar
precursores de reparacion tisular, lo que al final permitird restaurar la homeostasis
del tejido (Abbas et al., 2018; Feehan & Gilroy, 2019).

El proceso antiinflamatorio o la resolucion inicia cuando el estimulo dafino ha sido
eliminado, es necesario que éste inicie para evitar una respuesta inflamatoria
exacerbada y prevenir el desarrollo de una enfermedad cronica (Feehan & Gilroy,
2019).Durante el proceso de resolucion también es necesaria la activaciéon de
enzimas (diferentes a las que participan en el proceso proinflamatorio) para la

sintesis de mediadores antiinflamatorios (Panigrahy et al., 2021).

Dentro de las enzimas que participan en este proceso podemos encontrar a
diferentes lipooxigenasas que producen moduladores lipidicos y a la arginasa que,
al metabolizar la arginina, produce ornitina que es un precursor de la produccién de
poliaminas (esenciales en la regulacién de la proliferacion celular y diferenciacion)
y prolina (un constituyente de la colageno, que participa en el proceso de
cicatrizacion), Ademas, la activacion de la arginasa representa la inhibicion de su
contraparte inflamatoria (la NOS) por competir por el mismo sustrato (Panigrahy et
al., 2021; Rodriguez et al., 2017).

Mientras que la respuesta inflamatoria aguda es réapida, su resolucién tarda horas
en iniciarse y dias en llevarse a término, por lo que en pocas horas aun es posible
observar dafio tisular en caso de haberse iniciado un proceso inflamatorio (Abbas
et al., 2018; Feehan & Gilroy, 2019).
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1.3.2 Interleucinas

Las citocinas son un grupo grande de mediadores proteicos que constituyen una
red compleja, interconectada y flexible. Pueden ser producidas por todas las células
nucleadas y son clasificadas generalmente de acuerdo con las células que las
secretan, su funcién bioldgica, la homologia en su secuencia o la similitud en sus
receptores (Abbas et al., 2018; Akdis et al., 2011).

Entre las citocinas se encuentran las interleucinas (IL), que representan un grupo
multifuncional de inmunomoduladores que recibieron su nombre porque al momento
de su descubrimiento se determiné que participaban en el cross-talk o comunicacién
entre leucocitos; sin embargo, estas son secretadas por todas las células nucleadas
y modulan diferentes acciones como la proliferacion, diferenciacion, crecimiento,
supervivencia, activacion e inhibicion de funciones de las células inmunes (Akdis et
al., 2011; Fietta et al., 2014; Musolino et al., 2017).

Debido al rol crucial en la regulacion de la inflamacion y respuesta inmune, las IL
son conocidas por estar involucradas en la patogénesis de enfermedades
inflamatorias (Akdis et al., 2011; Fietta et al., 2014). Diferentes estimulos originan la
produccion y secrecion de distintas IL. Comunmente las IL se secretan en grupo
junto a otras citocinas y dependiendo de la forma en que se combinan, pueden
originar diferentes tipos de respuestas inflamatorias. Actualmente se conocen las
funciones de la mayoria de las IL (Fietta et al., 2014); dentro de la tabla 1 se destaca

informacion sobre algunas interleucinas y su funcion.

Debido a su participacion en ciertos procesos que pueden favorecer o suprimir la
inflamacion, es que las IL pueden clasificarse en pro- o antiinflamatorias y aunque
sSu secrecion no regula unicamente el proceso inflamatorio (como se describid
anteriormente), en la practica clinica se miden a las IL como marcadores de
inflamacion o para evaluar la progresién de procesos inflamatorios (Abbas et al.,
2018; Akdis et al., 2011). Actualmente se considera que los mediadores de todas
las respuestas inmunes, inflamatorios y de resolucion (incluidas las IL), se secretan

en un equilibrio dinamico (niveles basales) que permite que el sistema inmune esté
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listo para responder ante los estimulos que identifique (Eberl, 2016; Jarczak &
Nierhaus, 2022).

Tabla 3. Caracteristicas de las interleucinas

Estructuray peso

Interleucina Funciones biolégicas
molecular
Interleucinas proinflamatorias
IL-1a: heterodimero - . . .
17kd Induccion de prqtema/s promflarr,latorlas y
IL-18 . . hematopoyesis Pirébgeno endogeno
IL-18: heterodimero . - . : .
17kd Activacion de enzimas proinflamatorias
. Activacion y reclutamiento de leucocitos.
Homodimero 19- . 7 . .
IL-6 En higado: sintesis de proteinas de fase
26kd
aguda
Quimioatrayente de neutrofilos, células NK,
IL-8 Homodimero 16kd celulas, basofilos, eosinafilos.
Angiogénesis, movilizacion de células
hematopoyéticas
Interleucinas antiinflamatorias
IL-1ra Heterodimero 16.1- Antagonismo de IL-18, inhibicidn de la
20kd respuesta a IL-13
Induccién de la diferenciacion a Tr2,
IL-4 Monomero 15kd cambio de clase IgE, supresion del

desarrollo de respuesta inflamatoria Thl
Supresion de la respuesta inmune,
inhibicién de la activacion de macrofagos y
secrecion de citocinas
Activacién de enzimas de la resolucion
Fuente: (Abbas et al., 2018; Akdis et al.,, 2011; Aratani, 2018; Musolino et al., 2017

Rodriguez et al., 2017)

IL-10 Homodimero 18.6kd

Dependiendo del estimulo, la respuesta del sistema inmune sera distinta y los
mediadores son secretados con un perfil diferente al basal, esto para permitir que
el sistema ejecute las acciones necesarias para eliminar al estimulo dafino y/o

proteger al tejido afectado (Eberl, 2016).

1.3.3 Inflamacién en vias respiratorias

Un balance de mediadores inflamatorios permite la correcta funcion de los
pulmones, la perturbacion de este microambiente en el tejido pulmonar puede

ocurrir por diferentes factores como la presencia de enfermedad, habitos, estrés,
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cambios estacionales y la contaminacion en el ambiente por agentes quimicos o
bioldgicos (Aghasafari et al., 2019; Flood-Garibay et al., 2019). Esto puede originar
dos escenarios distintos: el primero se caracteriza por inflamacion y una
hiperreactividad del sistema inmune de manera local. El asma, las reacciones
alérgicas, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y la transformacion celular
son padecimientos que suceden a la inflamacion cuando el equilibrio inicial no se
recupera (Aghasafari et al., 2019; Albright & Goldstein, 1996; Flood-Garibay et al.,
2019).

En el segundo escenario se produce una inmunosupresion o inhibicion de la
respuesta inflamatoria; la no reactividad del sistema inmune en las vias respiratorias
puede producir un aumento en la susceptibilidad del tejido a infecciones bacterianas
y dafio por contaminantes ambientales, asi como también favorece los procesos de
transformacioén celular (Albright & Goldstein, 1996; Flood-Garibay et al., 2019).
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1.4 Antecedentes

La exposicion al HT es una de las principales causas de desarrollo o progresion de
enfermedades cronicas asociadas a la inflamacion o alteracion de la respuesta
inmunoldgica en vias respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), asma y cancer de pulmén (Claire et al., 2020). En diferentes
estudios que emplean lineas celulares o cultivos primarios in vitro, contemplando
monocultivos y co-cultivos, se ha descrito que el HT tiene la capacidad de aumentar
la secrecion de IL inflamatorias, asi como de modificar los niveles y activacién de
proteinas relacionadas con la respuesta inmune (Holownia et al., 2015, 2016; Zhang
et al., 2021). Tomando en cuenta la similitud en la composicion quimica del HT y el
HM (Graves et al., 2020; Moir et al., 2008), es posible que los efectos toxicos de

ambos sean similares.

Por otra parte, la informacién epidemiolégica relacionada con los efectos del HM
sobre las vias respiratorias es limitada y controversial. Multiples estudios indican
que fumar marihuana puede inducir el desarrollo de sintomas inflamatorios en vias
respiratorias, bronquitis cronica e incrementar la gravedad del asma. Aunque la
evidencia de asociacién de esta exposicion con EPOC y el decremento de la funcién
pulmonar es insuficiente, este tipo de asociaciones son dificiles de evaluar pues los
usuarios consumen otros productos como el tabaco (Hancox & Sears, 2019; Owen
et al., 2014).

Debido a que los estudios epidemiolégicos no son concluyentes, se opta por obtener
informacion a partir de otro tipo de estudios. Una de estas estrategias es el empleo
de los estudios in vitro, que permiten investigar mecanismos de dafio y es por esto
por lo que se utilizan para conocer la participacién de cualquier xenobiotico en la
iniciacién y desarrollo de diferentes patologias. Entre las herramientas comunmente
utilizadas para la evaluacion de mecanismos de dafio producidos por humo, el uso

de extractos o condensados de humo ofrece una alternativa (Rennard, 2004).

La composicion quimica del humo en su estado original no es la misma que la de
un extracto; sin embargo, las células in vivo Unicamente estan expuestas a

compuestos del humo que son solubles y extraidos en los fluidos biologicos. Por
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esto los estudios in vitro y aquellos que usan algun tipo de extracto de humo son
herramientas Utiles en la investigacion de los efectos toxicologicos que resultan de

la exposicion al humo (Rennard, 2004).

En la literatura se cuenta con estudios in vitro que investigan los mecanismos de
dafio inducidos por la exposicion a HM. En epitelio pulmonar murino se identificaron
cambios en la expresion de genes relacionados con inflamacion inducidos por la
exposicion a un condensado de HM en concentraciones 2.5-10 yg/ml por 6 h. Los
efectos fueron més potentes que los inducidos por la exposicion a un condensado
de HT en concentraciones 25-90 ug/ml por 6 h (Maertens et al., 2013). En células
Calu-3 (derivadas de adenocarcinoma pulmonar humano) se determind que la
exposicion a un 10% de un extracto de HM en medio de cultivo por 24 h, elevo
significativamente la IL-8, ademas de modificar la expresion de otras citocinas (Huff
et al., 2020).

El HM puede alterar negativamente a las células inmunitarias, como es el caso de
macrofagos alveolares de primates no humanos expuestos al humo de 1 cigarrillo
de marihuana al dia, 7 dias a la semana por 1 afio o al humo de 2 cigarrillos de
marihuana por semana por 1 afio que mostraron cambios morfologicos Yy
alteraciones en la expresién de proteinas (Cabral et al., 1991). También, los
macrofagos alveolares de humanos fumadores de marihuana que consumian 27.2
+ 22.9 porros/semana, mostraron una disminucion en la actividad antimicrobiana
por disminucién en la habilidad de producir éxido nitrico (Roth et al., 2004). Huber
et al., (1975) demostraron que la exposicién a diferentes concentraciones del HM
(equivalentes a un rango de 44 a 176 ug/ml de THC) alteraron la actividad

bactericida de macrofagos alveolares de ratas, al reducir su capacidad fagocitica.

En macrofagos peritoneales murinos in vitro se observo que el tratamiento con 0.01-
1 uM de A®-tetrahidrocannabivarina (THCV) por 18 h reduce la expresion de la 6xido
nitrico sintetasa inducible (iNOS) e IL-1f inducidas por LPS (Romano et al., 2016);
mientras que la exposicion de fibroblastos a un extracto de HM (a concentraciones
equivalentes a 0.18 y 0.45 uyM de THC) por 24 h induce la expresion de COX-2
(Aloufi et al., 2022).
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En general se considera que los cannabinoides tienen acciones
inmunomoduladoras y son dependientes de los receptores CB1 y CB2, ambos se
expresan en el sistema inmune, aunque mayormente los CB2; dentro de sus
acciones se ha determinado que el THC afecta la liberacién de citocinas e
incrementa la secrecion de IL-1 (Owen et al., 2014).

Los modelos para estudiar toxicidad en vias respiratorias son muy variados, entre
estos destaca el uso de lineas celulares y particularmente el uso de la linea A549
proveniente de carcinoma pulmonar. Estas son células que presentan
caracteristicas similares a las células epiteliales alveolares tipo Il; las células A549
son comunmente utilizadas para la evaluacion de citotoxicidad, estrés oxidante y

respuesta inflamatoria de la regién alveolar (Roggen et al., 2006).

Comunmente la linea A549 ha sido utilizada como monocultivo para las diferentes
evaluaciones; sin embargo, en la actualidad se considera que afadir otros tipos
celulares al modelo puede representar con mejor aproximacion las interacciones de
xenobidticos en las vias respiratorias (Arezki et al., 2021). Basicamente porque
dicho tejido no estd compuesto por un solo tipo celular. Por su parte, los co-cultivos
intentan, combinando distintos tipos celulares, asemejar de manera mas cercana

las interacciones que ocurren en tejido in vivo (Arezki et al., 2021).

Otro de los componentes de la regién alveolar son los macréfagos. Especificamente
para el estudio in vitro de este tipo de células, la linea celular THP-1 es ampliamente
utilizada; las células THP-1 provienen de leucemia monocitica, presentan
caracteristicas de monocitos y pueden ser diferenciadas a macréfagos, por lo que
son usadas en estudios para evaluar funciones, mecanismos y vias de sefializaciéon

de monocitos y macréfagos (Chanput et al., 2014).

Ambas lineas celulares (A549 y THP-1) ya han sido utilizadas previamente como
modelo de co-cultivo con el propdsito de aproximarse a la constitucion de la region
alveolar (Arezki et al., 2021; Dekali et al., 2013; Holownia et al., 2015; Kasurinen et
al., 2018). Hasta ahora no se ha utilizado este modelo de co-cultivo en la evaluacion
in vitro de la respuesta inflamatoria de la regién alveolar en exposiciones a HM. Por

lo que en este estudio se plantea investigar la respuesta celular del co-cultivo y
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compararla con la de un monocultivo de A549, evaluando la respuesta inflamatoria
entre ellos, en especifico su efecto sobre el perfil de interleucinas y la actividad de

enzimas de la respuesta inflamatoria.
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1.5 Justificacion

La marihuana es una droga recreacional ampliamente consumida, su legalidad varia
en diferentes paises. Se consume principalmente fuméandola, lo que produce
compuestos que son dafinos a la salud. Los compuestos cannabinoides son de
interés pues afectan al sistema inmunoldgico; sin embargo, estos efectos no han
sido descritos a profundidad. La informacion epidemiolégica no es concluyente
respecto a la toxicidad del HM sobre el tejido respiratorio y la modificacion de la
respuesta inflamatoria. Por lo que se opta por estudios in vitro, entre ellos cultivos
de células de la region alveolar. A su vez los extractos de HM, son considerados
una buena herramienta, pues contienen constituyentes de dicho humo que afectan

a las células.

Aun se desconocen muchos aspectos de la respuesta inflamatoria ocasionada en
el tejido respiratorio por exposicion al HM. Consecuentemente, es de interés evaluar
el efecto de un EHM en dos modelos celulares: un monocultivo de células A549 y
un co-cultivo de células A549 y macrofagos derivados de THP-1. Para ello, se
propone evaluar la secrecidbn de interleucinas participantes en procesos
inflamatorios y también enzimas que participan en los procesos de inflamacién y
resolucion, teniendo asi un acercamiento a la modificacion del perfil inflamatorio en

la region alveolar desde dos modelos descritos en la literatura.

1.6 Hipotesis

La exposicion a un extracto de humo de marihuana alterara los niveles de IL y la
actividad de enzimas de respuesta inflamatoria en dos modelos celulares de la
barrera epitelial alveolar.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Evaluar la modificacion en los niveles de IL y la actividad de enzimas de respuesta
inflamatoria en dos modelos de la barrera epitelial alveolar in vitro (monocultivo de
células A549 y co-cultivo de células A549 y macréfagos derivados de THP-1)

expuestos a un extracto de humo de marihuana.
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1.7.2 Objetivos especificos

Evaluar la viabilidad de las células de ambos modelos de estudio
(monocultivo de células A549; co-cultivo de células A549 y macrofagos
derivados de THP-1), expuestos a un extracto de humo de marihuana.
Cuantificar las IL pro- (IL-1B, IL-6) y antiinflamatorias (IL-1ra, IL-4 e IL10)
secretadas en ambos modelos de estudio, expuestos a un extracto de humo
de marihuana.

Determinar la actividad de arginasa y mieloperoxidasa en ambos modelos de

estudio expuestos a un extracto de humo de marihuana.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Estrategia experimental

Co-cultivo
Monocultivo A549-macréfagos
Ab49 derivados de THP-1

A

Exposicion a EHM 0.01-10 ug/ml

4 4
Evaluacion de v Actividad de enzimas de
viabilidad Secrecionde IL respuestainflamatoria

|
Andlisis estadistico
Figura 2. Diagrama de flujo del estudio experimental

Se partié de dos modelos experimentales in vitro: un monocultivo de células A549 y
un co-cultivo de células A549 y macréfagos derivados de THP-1. Ambos fueron
expuestos por separado a concentraciones de EHM en un rango de 0.01 a 10 ug/ml
por 24 h para evaluar su viabilidad. Ademas, se evaluaron los niveles de IL
secretadas en el medio de cultivo y la actividad de enzimas de la respuesta
inflamatoria en ambos modelos expuestos a 1 pg/ml de EHM por 24 h.
Posteriormente se realizd el andlisis estadistico de los datos obtenidos como
resultados. A continuacién, se explica a detalle las metodologias que fueron

seguidas para llevar a cabo dicha estrategia experimental.

2.2 Reactivos

El cloruro de sodio (NaCl) (S7653), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el
acido 2 etilenglicol-bis-(aminoetileter)tetraacético (EGTA) (E4378), el d, I-ditiotreitol
(DDT) (D0632), el LPS de Escherichia coli 055:B5 (L6529), el 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA) (P1585), el Nutrient Mixture F-12 Ham (medio
de cultivo Ham’s F12K) (N3520), el etanol absoluto (E7023), el dimetilsulféxido
(DMSO) (D4540), la D-(+)-glucosa (G8270), el 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)
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y el peroxido de hidrégeno (H202) (H1009) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich™

(Toluca, Edo. de México, México)

El fosfato dibasico de potasio anhidro (KH2PO4) (1.04873), el cloruro de potasio
(KCI) (4936) y la sacarosa (7651) fueron adquiridos de Merck™ (Toluca, Edo. de

México, México).

La penicilina/estreptomicina (Pen/Strep) 10,000 U/ml (15140122), el &cido 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico (HEPES) (11344-041) y la 0.25%
tripsina/EDTA (25200056) fueron adquiridos de Gibco™ (Grand Island, Nueva York,
Estados Unidos de América).

El suero Fetal Bovino (FBS) (S1400) fue adquirido de BioWest™ (Nuaillé, Francia).

El kit Human Magentic Luminex® Assay Premixed Multiplex con nimero de lote
L147540 fue adquirido de R&D Systems™ (McKinley Place NE, Minneapolis,

Estados Unidos de América).

2.3 Cultivos celulares

La linea celular A549 muestra propiedades metabdlicas y de transporte consistentes
con aquellos del epitelio alveolar tipo Il in vivo. Esta linea celular es ampliamente
empleada para estudios citotdxicos, estrés oxidante y respuesta proinflamatoria con
diferentes estimulos y bajo condiciones agudas las células A549 pueden producir y
secretar diferentes citocinas (Barosova et al., 2021; Cheng et al., 2021). Por otra
parte, la linea celular THP-1 presenta caracteristicas que la asemejan a linfocitos
primarios, ademas de la habilidad de diferenciarse a macrofagos, lo que la convierte

en un modelo razonable para este tipo de estudios (Chanput et al., 2014).

2.3.1 Monocultivo A549

Para la evaluacion de la respuesta del monocultivo de células A549 se utilizo dicha
linea celular que se mantuvo en expansion en placas de cultivo p60 y p100 con el
medio Ham’s F12K suplementado con 10% FBS y 1% de Pen/Strep con condiciones

de 37°C y 5% de CO2 en un ambiente humedo, realizando pases o cambios de
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medio cada 3 o 4 dias. Para los pases de A549 se utilizé6 una solucion 0.25%
tripsina/EDTA.

Brevemente, se lavaron con PBS los cultivos de A549, para después adicionar de 1
a 3 ml de Tripsina/EDTA e incubar a 37°C por 3 min para despegar las células de

la placa de cultivo y realizar subcultivos para exponer o mantener en expansion.

Para la exposicion, se sembraron las células A549 a una densidad de 78,948
células/cm?en cada pozo y se incubaron durante 24 h para permitir que formen una

monocapa (Arezki et al., 2021).

2.3.2 Co-cultivo A549-macrofagos derivados de THP-1

El co-cultivo de células A549 y macréfagos THP-1 ya se ha empleado anteriormente
con el objetivo de predecir de mejor manera los efectos toxicolégicos in vivo de
distintos materiales a nivel alveolar, ya que el epitelio y macréfagos alveolares son
los primeros blancos de contaminantes inhalados (Arezki et al., 2021; Dekali et al.,
2013). El medio Ham’s F12 suplementado con 10% de FBS y 1% de Pen/Strep es
adecuado para el crecimiento de las lineas celulares planteadas, con condiciones
de 37°C y 5% de CO2 en un ambiente humedo. En el caso de linea THP-1 hay que
adicionar D-(+)-glucosa y HEPES para alcanzar las concentraciones presentes en

el medio RPMI 1640, que es el mas adecuado para su crecimiento.

Las células fueron mantenidas en fase de expansion. La linea THP-1 en frascos T75
y T25 con el medio anteriormente planteado, realizando pases o cambios de medio
cada 3 o0 4 dias segun la confluencia del cultivo. Las células A549 se mantuvieron

como se describié anteriormente en el monocultivo.

Para llevar a cabo el co-cultivo se siguio el procedimiento descrito por Arezki et al.
(2021), con ligeras modificaciones; se sembraron células THP-1 a una densidad de
39,474 células/cm?y por 24 h se trataron con 5 ng/ml de PMA para su diferenciacion
a macrofagos, terminadas las 24 h se lavaron con PBS y se mantuvieron por 72 h
con medio suplementado sin PMA con la finalidad de permitir el restablecimiento de
la homeostasis después del estimulo proinflamatorio de PMA (Baxter et al., 2020;

Park et al., 2007). Por su parte se sembraron células A549 por 24 h permitiendo que

22



alcancen confluencia. Al término de las 72 h de reposo de las células THP-1, se
sembraron células A549 en densidad 78,948 células/cm? sobre los macréfagos
THP-1y se incubaron durante 24 h para permitir que las células epiteliales formaran

SuU monocapa.

Para los ensayos de viabilidad se realizaron cultivos en microplacas de 96 pozos
para ser expuestas al EHM. Mientras que para los ensayos de cuantificacion de IL
y actividad enzimatica de arginasa y mieloperoxidasa se realizaron cultivos en
placas de 6 pozos. Para todas las evaluaciones se ajustd el numero de células a
sembrar tomando en consideracion la densidad planteada y el area de superficie de

cada pozo de cultivo.

2.4 Tratamientos

El EHM fue obtenido y analizado como se describe en el Anexo 1. A partir del EHM
de composicion conocida, se prepard una soluciéon de concentracion 10 mg EHM /
ml etanol al 100% y a partir de ésta se realiz6 una dilucion 1:10 utilizando medio
Ham’s F12 (suplementado FBS 1%/ antibidticos 1%) y DMSO 100%. De dicha
dilucion se obtuvo una solucion de concentracion 1 mg EHM / ml etanol 10%-DMSO
10%-Ham’s F12.

Partiendo de la ultima solucién se prepararon las distintas diluciones de trabajo a
las concentraciones finales de tratamiento: 0.01, 0.1, 1y 10 yg EHM /ml con medio

Ham’s F12 (suplementado con FBS 1%/antibioticos 1%).

Las concentraciones finales de THC en cada solucion de tratamiento se presentan

en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones de THC en las concentraciones de EHM
seleccionadas

Concentracion

EHM 0.01 0.1 1.0 10.0
(ng/ml)
Concentracion
de THC 0.0113 0.113 1.13 11.3
(ng/ml)
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Las concentraciones de EHM seleccionadas contienen concentraciones de THC
que, comparadas con aquellas encontradas en fluidos biolégicos de fumadores de
marihuana (ver Tabla 1), son entre similares y aun menores; por lo tanto, las
concentraciones de EHM utilizadas en este estudio son toxicolégicamente

relevantes.

Para la evaluacion de viabilidad MTT y tincion de cristal violeta (CVS), las células
de monocultivo y co-cultivo se expusieron durante 24 h a un intervalo de
concentraciones de EHM 0.01-10.0 pg/ml (Tabla 3); para los ensayos de
cuantificacion de IL y actividad enzimatica de arginasa y mieloperoxidasa, se
expusieron las células a una sola concentracién de EHM 1.0 pg/ml durante 24 h

después de tomar en consideracion los resultados de viabilidad del monocultivo.

La estimulacion con LPS ha mostrado ser eficiente para la liberaciéon de IL
proinflamatorias en células A549, mientras en macrofagos derivados de THP-1
permite su activacion clasica, por lo que pueden usarse como un control de la
respuesta proinflamatoria en este modelo celular (Arezki et al., 2021). Las células
del co-cultivo fueron expuestas a 0.01 ug/ml de LPS para caracterizar su respuesta
y evaluar asi la modificacion en la secrecion de IL. Dicha concentracion ha mostrado
ser suficiente para observar un efecto inflamatorio en el modelo de co-cultivo (Arezki
et al., 2021).

La caracterizacion de la respuesta inflamatoria del co-cultivo de células A549 y
macrofagos derivados de THP-1 al estimulo conocido LPS, sirvi6 para validar el uso
del modelo propuesto. Los resultados se encuentran descritos en el Anexo 2 de este
trabajo. Brevemente, el modelo de co-cultivo mostré una respuesta congruente con

la reportada en la literatura con la exposicion a LPS.
2.5 Ensayo de viabilidad por MTT

2.5.1 Principio

El ensayo de MTT consiste en una prueba colorimétrica de proliferacion y
supervivencia celular que se basa en la reduccién del bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en cristales insolubles de 5-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan (formazéan) de color azul por accion de la
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa de células viables a 37°C. Las
células no viables o que estan proximas a morir, presentan disfuncion metabdlica y
no les es posible reducir el MTT. El aumento o disminucion de los cristales de
formazan en el cultivo estan relacionados con la actividad mitocondrial de las células
puestas a prueba, por lo que la cantidad de células viables se puede detectar
cuantificando la concentracion de formazan en el cultivo, a través de la medicion de

densidad optica una vez solubilizados los cristales de formazan (Kamiloglu et al.,

2020).
Q NADH NAD* Q

N—HN

N—N
\ ) \ ,
@/AN/N’\{‘SIC * Mitochondrial Reductase @/LN/N \(NSICH
CHy CHy
MTT

Formazan
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- ((E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenyltetrazolium bromide) diphenylformazan)

Figura 3. Reduccién de MTT a formazan
En la Figura se observa de manera esquemética la reduccion de MTT catalizada por una reductasa

mitocondrial y la coenzima NADH, Se forma Formazan que es insoluble en el medio. Tomado de
Kamiloglu et al., (2020)

2.5.2 Procedimiento

Se sembraron el monocultivo y co-cultivo y expusieron a EHM en concentraciones
en el rango de 0.01-10 ug/ml, bajo las condiciones descritas anteriormente. Como
control de muerte celular se utilizé H202 a una concentracién 100 uM por el mismo
tiempo de exposicién que con EHM; 2 h antes de concluir la exposicion se afiadieron
10 ul de MTT (5 mg/ml) al medio de cada pozo y al concluir el tiempo de exposicion
se retir6 el medio y se agregaron 100 ul de DMSO para solubilizar los cristales de

formazan formados, la placa se mantuvo en agitacién por 20 min.

Una vez solubilizados los cristales se realizo la lectura de absorbancia a 570 nm
utilizando un lector de microplacas Tecan® M200 Infinite y se determiné el
porcentaje de viabilidad tomando como 100% de viabilidad la absorbancia de

células no tratadas con EHM (control).
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2.6 Ensayo de viabilidad por CVS

2.6.1 Principio

La prueba de tincion de cristal violeta (CVS) es utilizada para la cuantificacion de
células vivas, se basa en la capacidad de adherencia de las células vivas, al tefiir el
cultivo con CVS soélo se retiene en aquellas células que permanecen adheridas en
el cultivo después de lavarse. Las células muertas pierden la habilidad de adherirse,
resultando en una disminucion de la cantidad de CVS en el cultivo. El colorante es
extraido de las células utilizando un disolvente, para su medicion

espectrofotométrica (Kamiloglu et al., 2020).

Control Expuesto

Sembrar células

Tratamientos

Q Anadi | viol
ﬂﬂ_) \ fadir cristal violeta
»

Lavados

Disolvente

Medicion (570 nm)

Figura 4. Diagrama esquematico del ensayo de tincién de cristal violeta
En la Figura se muestra un diagrama de la metodologia seguida para llevar a cabo el ensayo de

viabilidad por CVS. Modificado de Feoktistova et al., (2016)
2.6.2 Procedimiento

Se precedio a realizar el sembrado de células y tratamiento como se describio
anteriormente, una vez terminado el tratamiento de EHM o H202, se retir0 el medio
y lavé la placa con PBS y se elimind el excedente, este paso se repitié 3 veces.
Terminados los lavados se fijaron las células adicionando a los pozos 100 pl de
paraformaldehido al 4%, durante 20 min en agitacion. Posteriormente se retird el
paraformaldehido y se afnadieron 50 pl de CVS a cada pozo y la placa se incubo a
temperatura ambiente por 20 min en agitacion, se removio el CVS no unido al lavar
la placa 4 veces con PBS y se dej6 secar al aire por completo (16-24 h). Una vez
seco, se afiadieron 200 ul de acido acético a cada pozo y se incubé por 20 min a

temperatura ambiente en agitacién, finalmente se realiz6 la lectura de absorbancia

26



a 570 nm con un lector de microplaca Tecan® M200 Infinite y se determiné el
porcentaje de viabilidad tomando como 100% de viabilidad la absorbancia de

células con vehiculo.

2.7 Cuantificacion de interleucinas via ensayo multiplex de inmunofluorescencia

Luminex®

2.7.1 Principio

Anticuerpos especificos para los analitos de interés estan recubriendo la superficie
de microparticulas magnéticas con fluoréforos integrados en proporciones
establecidas para la region Unica de cada microparticula. Los anticuerpos
inmovilizados se unen a los analitos de interés y después de lavar sustancias no
unidas, se utiliza anticuerpos biotinilados especificos para los analitos de interés y
un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina que se une a los anticuerpos biotinilados.
Un lavado elimina cualquier remanente de los conjugados sin unirse. Dos diodos
emisores de luz (LED) espectralmente distintos iluminan las microparticulas, un LED
excita el colorante en cada microparticula para identificar la region y el sequndo LED
excita la ficoeritrina para medir la cantidad de analito Unico a la microparticula. La
muestra de cada pozo es capturada con una camara con dispositivo de carga
acoplada que tiene un conjunto de filtros para diferenciar los niveles de excitacion
(R&D Systems, 2021).

2.7.2 Procedimiento

Para este ensayo se utilizd el kit Human Magentic Luminex® Assay Premixed
Multiplex, el cual permite la cuantificacion de las interleucinas IL-18, IL-1ra, IL-4, IL-
6, IL-8 e IL-10.

Al terminar el tiempo de exposicion, se recolectd el medio sobrenadante de los
cultivos y se centrifug6 a 16,000 x g durante 4 min, después se realizé una dilucién
1.2 utilizando el diluyente calibrador proporcionado en el kit. Se prepararon todos
los reactivos y estandares tal como se describe en la informacion del kit. Se
afadieron 50 pl de muestra o estandar por pozo en microplaca de 96, por inmersion

se suspendieron las microparticulas y enseguida se afiadieron 50 ul de éstas a cada
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pozo de la microplaca, fue cubierta con sellador de aluminio y se mantuvo en
agitacion suave (800 + 50 rpm) por toda la noche en refrigeracion. Terminando la
incubacion se utilizé un dispositivo magnético para realizar al menos 3 lavados de
los pozos utilizando buffer de lavado proporcionado en el kit. Después, se afiadieron
50 ul de anticuerpos biotinilados (proporcionados en el kit) a cada pozo y se incubd

por 1 h en agitacién suave y a temperatura ambiente, se repitieron los lavados.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, se afadieron 50 pl del complejo
estreptavidina-ficoeritrina a los pozos y se incubd por 30 min en las condiciones
anteriores, se realizaron lavados y finalmente se resuspendieron las microparticulas
usando 100 pl de buffer de lavado y agitando por 2 min. La placa se leyo dentro de
los primeros 90 min de finalizado el procedimiento utilizando un analizador Luminex®
MAGPIX®. En las especificaciones de lectura se seleccion6 la region de cada
microparticula segun lo especifica el kit, 50 cuentas por region, informacion sobre
cada muestra y el tipo de dilucion que se efectué se colecté la mediana de la

intensidad de fluorescencia.

A partir de la informacién el equipo cuantificé las interleucinas blanco utilizando una

curva logistica de 5 parametros.
2.8 Ensayo de actividad enzimatica de arginasa

2.8.1 Principio

La enzima arginasa cataliza la conversion de L-arginina a L-ornitina y urea, por lo
gue el ensayo se basa en la determinacién de la tasa de formacion de urea a partir
de r-arginina. Para esto se prepara una curva estandar de concentraciones
crecientes de urea, que sirve para interpolar los valores obtenidos de la reaccién

enzimatica. La urea es medida colorimétricamente aprovechando la capacidad de
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formar un complejo colorido cuando reacciona con 1-fenil-1,2-propanodiona-2-
oxima (ISPF) y calor (Corraliza et al., 1994; Schimke, 1970).

0
NH .
H s 2 Arginasa W NH,
H,N._N OH 2
2 \[r \/W + HO ~ HO T NH, . HN §
NH 0 NH, o)
L-Arginina L-Ornitina Urea
A

Urea + ISPF =——=——> Complejo colorido (540 nm)

Figura 5. Reaccidn catalizada por arginasa y formacion de complejo colorido
En la Figura se muestra la hidrdlisis de L-arginina catalizada por la enzima arginasa en presencia de

agua, formando -ornitina y urea. Se muestra también la ecuacién propuesta de la reaccion entre
urea e ISPF en presencia de calor. Modificado de Dzoyem et al., (2014)

2.8.2 Procedimiento

Finalizado el tratamiento las células en placa del monocultivo o co-cultivo fueron
levantadas y lisadas utilizando un scraper y 350 ul de la solucién amortiguadora de
fraccionamiento subcelular (composicién descrita en Anexo 3), el lisado celular fue
pasado a través de una jeringa de insulina (31Ga) por 10 veces en un tubo
Eppendorf y se centrifugd el pellet nuclear a 720 Xg por 5 min a 4°C. En el
sobrenadante se encuentra la fraccion citosdlica, mitocondrias y membranas
celulares, éste fue recolectado para evaluar la actividad enzimatica. Este método de

fraccionamiento subcelular fue reportado por Patten, (2018).

Se realizé una cuantificacion de la cantidad proteica en cada sobrenadante por el
método de Lowry. El procedimiento de ensayo de actividad de arginasa fue seguido
como esta planteado en Corraliza et al.,, 1994 y adaptado a microplaca. Las
muestras citosolicas fueron diluidas en unarelacion 1:2 utilizando PBS y para activar
la enzima se calentaron las muestras en tubos Eppendorf por 10 min a 50°C, de
estos se tomd 50 pl de cada uno y se coloco uno a uno en pocillos de microplaca, a
cada pozo se le adicionaron 50 pl de L-arginina 0.5M pH 9.7. La placa se incubd
durante 1 h a 37°C, al finalizar la incubacién se prepar6 una curva estandar de urea

en los pocillos de la placa. Las concentraciones de urea fueron desde O hasta 0.15
Mg/l
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A cada pozo se afiadieron 140 ul de una mezcla de acidos (H2S0a4, H3PO4 y H20
1:3:7 v/v) para detener la reaccion enzimatica y 10 pl de ISPF (al 9% en etanol
absoluto). La microplaca se calento por 45 min a 100°C y se dej6 enfriar por 10 min
protegida de la luz. Al finalizar el tiempo de enfriamiento se realizo la lectura de
absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas Tecan® Infinite M200. Para
calcular la concentracion de urea en las muestras se construy0 la curva estandar a
partir de las lecturas de absorbancia de las diluciones del estandar de urea y se

obtuvo la ecuacion de la recta mediante regresion lineal.

A patrtir de la ecuacion se interpolaron los valores de absorbancia de cada muestra
para conocer la concentracion de urea. Al final este resultado fue ajustado utilizando
el valor de concentracién de proteina obtenido anteriormente. Y finalmente para
reportar resultados se normalizaron respecto al control, siendo el valor de 100% de
actividad el determinado en las muestras de los cultivos que no fueron expuestos a
EHM.

2.9 Ensayo de actividad enzimatica de mieloperoxidasa

2.9.1 Principio

La mieloperoxidasa actia como catalizador en la produccion de acido hipocloroso
(HCIO), a partir de iones cloruro (Cl) y peroxido de hidrogeno (H202). El ensayo
utiliza TMB como un sustrato cromogénico. La MPO cataliza la oxidacion de TMB
con la presencia de H202. Asi formando el producto TMB oxidado que es colorido y
puede ser cuantificado al medir la absorbancia (Andrews & Krinsky, 1982; Suzuki et
al., 1983).
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Figura 6. Oxidacién de TMB por mieloperoxidasa
En la Figura se muestra la oxidaciéon de TMB catalizada por la MPO, donde el TMB pierde 2 H lo que

H3C O

H,N

origina en su estructura un sistema de dobles enlaces conjugados Modificado de Nurjayadi et al.,
(2016)

2.9.2 Procedimiento

Se siguio el cultivo, exposicion y lisado de células de co-cultivo como se explica en
el procedimiento de arginasa. EI método utilizado es una modificacion de Suzuki et
al., (1983). A partir de la fraccion citosolica recuperada se tomaron 10 yl de cada
muestra 0 agua destilada y se pusieron en pozos de una microplaca. A cada pozo
se agrego 90 ul de una mezcla compuesto de 84 ul de H2020.3 mM, 210 yl de TMB
1.6 MMy 1706 pl de PBS 0.1 M pH: 5.4. Una vez agregada la mezcla, se protegio
la placa de la luz y se agité 20 s, 3 veces. Después se incubd a 37°C por 3 min

protegida de la luz.

Terminado el tiempo de incubacion se ley6 la placa en un lector de microplacas
Tecan Infinite M200 a una longitud de onda de 590 nm. Se realizaron medidas por
duplicado de cada muestra o blanco, de los valores obtenido se hizo un promedio
de cada muestra y se le restd la absorbancia del blanco. La actividad de

mieloperoxidasa se expresoé de la siguiente manera:

(Promedio de absorbancia de cada muestra)(200)

3 = Actividad enzimatica

El resultado obtenido fue normalizado respecto al control, dandole el valor de 100%

de actividad a la muestra del co-cultivo que no fue tratado con EHM.

2.10 Anadlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los datos y todos resultaron

tener una distribucion normal. Para el andlisis estadistico de los resultados de
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viabilidad se utilizé la prueba ANOVA de una via y una prueba post test de Dunnet
gue permite comparar multiples grupos con el control y establecer cuales presentan

diferencias estadisticamente significativas.

Para establecer una diferencia significativa entre dos grupos (control y expuesto) en
los resultados de secrecion de interleucinas medidas por el ensayo Luminex® se

utilizé una prueba t de Student no pareada de una cola.

Por su parte en la comparacion de mdultiples grupos (monocultivos control y
expuesto vs co-cultivos control y expuesto) se utilizé una prueba ANOVA de una via
y una prueba post test de Bonferroni que permite establecer diferencias
significativas por la comparacién de pares de grupos seleccionados para su

comparacion.

Para el andlisis de resultados de la actividad enzimatica de arginasa y
mieloperoxidasa, se utilizé6 una prueba t de Student no pareada de una cola para

establecer una diferencia significativa entre dos grupos (control y expuesto).
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3. RESULTADOS

3.1 Respuesta de monocultivo a EHM
3.1.1 Viabilidad

En primera instancia, se evaluo si la exposicion a EHM tiene la capacidad de afectar
la viabilidad del monocultivo.
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Figura 7. Viabilidad celular de monocultivo expuesto a diferentes concentraciones de EHM

por 24 h, ensayos MTTy CVS.
Se presenta grafica de datos expresados como media + EEM; triplicados de tres experimentos

independientes. Analisis estadistico de cada grafica mediante ANOVA de una via [MTT, F (5,48) =

59.55; P = <0.0001; CVS, F (5,48) = 169.4; P = <0.0001] y analisis post test de Dunnett; *p<0.05
***n<0.001.

En la figura 7 se presentan los resultados de la evaluacion de la viabilidad celular
del monocultivo después de la exposicion a EHM por 24 h. Se observé que con la
técnica MTT no se observa ninguna modificacion en la viabilidad con ninguna de las
concentraciones de EHM utilizadas y el control de muerte (H202 100 uM) si logro
afectar la viabilidad celular del monocultivo de manera significativa. Por otro lado,
los resultados de la técnica CVS mostraron que la exposicion a las concentraciones
0.1, 1y 10 yg/ml de EHM disminuyd significativamente la viabilidad celular, al igual
gue el control de muerte utilizado. Los resultados respecto a los efectos sobre

viabilidad de A549 expuestos a EHM difieren entre las técnicas utilizadas.
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3.1.2 Niveles de IL

Se cuantificaron las concentraciones de IL pro- y antinflamatorias en el medio del
monocultivo expuesto a EHM por 24 h. En la Figura 8 panel A se observan los

niveles de secrecion de las IL proinflamatorias.

La exposicion a EHM de monocultivos de A549 no modifica la secrecion de IL-1(,
mientras que si incrementa significativamente la secrecion de IL-6 después de una

exposicion de 24 h, comparado con los niveles basales de secrecion.
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Figura 8. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas en el medio del monocultivo

expuesto a EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presentan graficas de datos expresados como media + EEM de duplicados de tres experimentos

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Andlisis estadistico de cada

interleucina mediante prueba t de Student no pareada de una cola; *p<0.05, **p<0.01.

En el panel B de la Figura 8 se observa que la exposicion a EHM no modifica los
niveles de IL-1ra e IL-10 secretados en el monocultivo. Por otro lado, la secrecion
de IL-4 tiene un ligero incremento significativo en su secrecién en el monocultivo

expuesto a EHM por 24 h.
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3.2 Respuesta de co-cultivo a EHM

Posteriormente se realizd la exposicion del co-cultivo a EHM para evaluar su
respuesta celular.
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Figura 9. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a diferentes concentraciones de EHM por
24 h, ensayos MTT y CVS.

Se presentan gréficas de datos expresados como media + EEM; triplicados de tres experimentos
independientes. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via [MTT, F (5,65) = 17.97; P =
<0.0001; CVS, F (5,48) = 29.95; P=<0.0001] y analisis post test de Dunnett; ***p<0.001.

En la Figura 9 se presentan las viabilidades por dos métodos, se observé que
ninguna de las concentraciones de EHM utilizadas afecto la viabilidad del co-cultivo.
Por otra parte, bajo las mismas condiciones, un insulto con H20: si fue capaz de
causar una disminucion en la viabilidad del co-cultivo de hasta aproximadamente el

50%. Estos resultados difieren de los observados en el monocultivo.
3.2.2 Niveles de IL

También fueron analizadas las concentraciones de IL pro- y antinflamatorias

secretadas después de la exposicion a EHM en el co-cultivo, obteniendo los
siguientes resultados.
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Figura 10. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas al medio del co-cultivo expuesto a

EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presentan graficas de datos expresados como media + EEM de duplicados de tres experimentos

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Andlisis estadistico de cada

interleucina mediante prueba t de Student no pareada de una cola; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
El EHM modificé la secrecién de las IL después de 24 h de exposicion; en la Figura
10 panel A se presenta como fue alterada la secrecion de IL proinflamatorias en el

medio. La IL-6 tuvo un incremento significativo en su secrecion después de la

exposicién a EHM. Por otra parte, la IL-13 no se modificé.

En el panel B de la Figura 10 se observa que la exposicion al EHM aumentoé la
secrecion de IL-1ra y de IL-10. Mientras que la secrecion de IL-4 se mantuvo sin

modificacion.
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3.3 Comparacion de respuesta del monocultivo y co-cultivo a EHM

3.3.1 Niveles de IL

Con la finalidad de mostrar la diferencia en la respuesta del perfil de secrecién
observado en ambos modelos después de la exposicion a EHM por 24 h, se

compararon las IL que modificaron su secrecion tras la exposicion a EHM.
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Figura 11. Comparacién de secrecion de IL-6 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) expuestos

a EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presenta grafica con datos expresados como media + EEM; duplicados de tres experimentos

independientes. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via [F (3,20) = 7.436; P= 0.0016] y

prueba post test de Bonferroni; *p<0.05.

En la Figura 11 se muestran los resultados de la secrecion de IL-6 en el medio del
monocultivo A549 y co-cultivo A549-macrofagos derivados de THP-1 después de la

exposicion a EHM 1 ug/ml por 24 h.

Después, la comparar los niveles de IL-6 secretada en ambos modelos, se observa
gue el monocultivo tiene una mayor secrecion de IL-6 que el co-cultivo cuando se

exponen al mismo estimulo y esta diferencia es estadisticamente significativa.

Los resultados de la secrecion de IL-1ra en monocultivo y co-cultivo se comparan
en la Figura 12; la secrecion basal de IL-1ra en el monocultivo se encuentra por

debajo de la secrecion cuantificada en el co-cultivo, esta diferencia es
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estadisticamente significativa y nos indica que incluso sin estimulaciones externas

la secrecion de IL-1ra en el co-cultivo es mayor.

Cuando el monocultivo es expuesto a EHM por 24 h, la secrecion de IL-1ra no se
modifica, esto es diferente al resultado de exponer al co-cultivo a EHM donde si se
ve un incremento en la secrecion de esta IL. Al comparar la secrecion de IL-1ra en
ambos modelos expuestos se encontré que es significativamente mayor en el co-

cultivo.
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Figura 12. Comparacion de secrecién de IL-1ra en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC)

expuestos a EHM (1 pug/ml) por 24 h.
Se presenta grafica con datos expresados como media + EEM; duplicados de tres experimentos

independientes. Andlisis estadistico mediante ANOVA de una via [F (3,20) = 82.50; P= <0.0001] y

prueba post test de Bonferroni; ***p<0.001.

En la Figura 14 puede observarse la comparacion de los niveles de secrecion de IL-
4 en ambos modelos; se observa que entre los niveles basales de secrecion de
ambos modelos no hay diferencias y después de la exposicibn a EHM tampoco.
Unicamente se manifiesta una diferencia en la secrecién del monocultivo tras la

exposicion a EHM, previamente observada.
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Figura 14. Comparacién de secrecion de IL-4 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) expuestos

a EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presenta grafica con datos expresados como media + EEM; duplicados de tres experimentos

independientes. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via [F (3,24) = 3.721; P= 0.0250] y

prueba post test de Bonferroni; *p<0.05.
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Figura 13. Comparacion de secrecion de IL-10 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC)

expuestos a EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presenta grafica con datos expresados como media + EEM; duplicados de tres experimentos

independientes. Andlisis estadistico mediante ANOVA de una via [F (3,20) = 15.23; P=<0.0001] y

prueba post test de Bonferroni; ***p<0.001.

Por otro lado, en la Figura 13 se comparan los resultados de la secrecién de IL-10
en el monocultivo y co-cultivo expuestos a EHM por 24 h. La secreciéon basal de IL-
10 en el monocultivo es similar a la que se determin6 en el co-cultivo. Cuando el

monocultivo es expuesto a EHM se observa que no hay modificacion en su
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secrecion de IL-10, caso contrario del co-cultivo donde si vemos un incremento
significativo en su secrecion después de la exposicion. El EHM aumenta la

secrecion de IL-10 en el co-cultivo, pero no en el monocultivo.

3.4 Actividad de enzimas de respuesta inflamatoria en los modelos expuestos a
EHM

Se evaluo el efecto de las enzimas de la respuesta inflamatoria provocada por la
exposicion aguda a EHM en los modelos ensayados y se compard con los
resultados de los niveles de IL descrito anteriormente.

3.4.1 Arginasa
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Figura 15. Actividad de arginasa en mono- y co-cultivo expuestos a EHM (1 pg/ml) por 24 h.
Se presentan grafica con datos normalizados respecto al control expresados como media + EEM;

duplicados de tres experimentos independientes. Analisis estadistico mediante prueba t de Student

no pareada de una cola; sin diferencias estadisticamente significativas.

La exposicion del monocultivo a EHM (1 pg/ml) por 24 h no modificé la actividad de
la arginasa comparado con la actividad del monocultivo control como se observa en
la Fig. 15. En la misma Figura se observa que la misma exposicion si incremento

significativamente la actividad de arginasa en el co-cultivo.
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3.4.2 Mieloperoxidasa

Ademas de arginasa se analiz6 la actividad de mieloperoxidasa en el co-cultivo,
pues este modelo tiene células de estirpe mieloide que cuentan con la presencia y
actividad de esta enzima proinflamatoria, a diferencia del modelo de monocultivo

que solo tiene la presencia de células epiteliales.

En la Figura 16 se muestran los resultados de la actividad de mieloperoxidasa en el
co-cultivo después de la exposicion a EHM (1 pg/ml) por 24 h, se observa que la
exposicion disminuyé la actividad de esta enzima de manera estadisticamente

significativa, comparada con la actividad basal (co-cultivo sin estimulaciones

externas).
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Figura 16. Actividad de la mieloperoxidasa en el co-cultivo expuesto a EHM (1 pg/ml) por 24 h
Se presenta grafica con datos normalizados respecto al control expresados como media + EEM;

duplicados de tres experimentos independientes. Analisis estadistico mediante prueba t de Student

no pareada de una cola; *p<0.05
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4. DISCUSION

4.1 Modificacion de la viabilidad en los modelos expuestos a EHM

La viabilidad de células A549 en monocultivo se evalu6 usando las técnicas de MTT
y CVS,; los resultados con CVS mostraron que a partir de 0.1 mg/ml de EHM se
observa una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad de hasta
10%, comparada con su control. Estos datos concuerdan con lo descrito en la
literatura ya que la activacion de CB1 y CB2 mediante el uso de agonistas en células
A549 tiene efectos citotdxicos observados como baja en la viabilidad, disminucion
en su proliferacion e incremento de apoptosis (Hu et al., 2023; Preet et al., 2011;
Vidinsky et al., 2012). Esto se puede asociar con la presencia de fitocannabinoides
en el EHM (Tabla 2) que potencialmente pueden ligarse a esos receptores y

provocar la disminucion en la viabilidad, como se observo en el monocultivo.

Los resultados de viabilidad difirieron entre MTT y CVS ya que las técnicas estan
basadas en diferentes principios. Estas diferencias son esperadas, pues la técnica
MTT estima la viabilidad celular a partir de una determinacién de la capacidad de
reducir MTT por la succinato deshidrogenasa mitocondrial (Kamiloglu et al., 2020);
sin embargo, en la literatura se reporta que esta reduccién no so6lo sucede por la
actividad enzimatica mitocondrial, sino también por compuestos presentes en el
medio (Stepanenko & Dmitrenko, 2015).

Se han descrito sub- o sobrestimaciones de la viabilidad celular utilizando esta
técnica y comparando con otras técnicas que estiman la viabilidad de manera
directa como el conteo de células, tinciones simples o analisis por citometria de flujo
(Stepanenko & Dmitrenko, 2015).

Se ha observado que extractos de plantas pueden tener actividad reductora
intrinseca y de esta manera contribuir a la reduccion de MTT, afectando la
estimacion de la viabilidad (Bruggisser et al.,, 2002; Stepanenko & Dmitrenko,
2015).El EHM es, finalmente, un extracto de planta y segun el andlisis de su
composicion (Tabla 3) en éste se encuentran los fitocannabinoides THC y CBG,
ademas del sesquiterpeno guaiol, todos ellos con propiedades antioxidantes (Di
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Giacomo et al., 2020; Russo & Marcu, 2017). Es posible que la presencia de estos
compuestos en el medio de cultivo incremento la reduccion de MTT, ocasionando
una sobrestimacion de la viabilidad, por lo que los resultados obtenidos pueden ser

diferentes a los generados utilizando otras técnicas como CVS.

La viabilidad de las células A549 y macréfagos derivados de THP-1 en co-cultivo
también fue evaluada usando las técnicas MTT y CVS, en los resultados no se
observa ninguna modificacion de la viabilidad con ninguna concentracion.
Comparando estos resultados con los del monocultivo se puede inferir una funcion

protectora de la presencia de los macréfagos derivados de THP-1.

Un efecto protector se observa también al evaluar la respuesta a H202, ya que
disminuy6 mas la viabilidad en el monocultivo (80%, aproximadamente), comparado
con la del co-cultivo (50%, aproximadamente). Esta diferencia sugiere que los
macrofagos derivados de THP-1 disminuyeron la accion citotoxica del H202 sobre
las células A549.

Funciones protectoras de estas células han sido descritas por otros autores en
modelos de co-cultivo y en respuesta a diferentes estimulos, estos son comparables
con nuestro estudio. Jantzen et al., (2012) y Kasurinen et al., (2018) demostraron
gue la presencia de macréfagos derivados de THP-1 protege a las células A549 en
co-cultivos expuestos a particulas de diesel y de combustién de madera, contra la
generacion de especies reactivas de oxigeno y el dafio causado por oxidacion,

ademas de evitar una disminucion en su proliferacion.

Por su parte, Holownia et al., (2015) mostraron que en la exposicion a un extracto
de HT, la presencia de las células THP-1 otorgaba un efecto protector a las células
A549 reduciendo la citotoxicidad observada en monocultivo y restaurando

parcialmente la proliferacion de estas células.

El mecanismo de proteccion de las células THP-1 en los modelos sigue siendo
motivo de estudio, aunque algunos autores refieren que los macréfagos en co-
cultivo con células A549 tienen la habilidad de secuestrar iones de hierro del medio

y de esta manera disminuir las reacciones oxidantes impulsadas por hierro, en
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consecuencia los niveles de especies reactivas oxidantes y de esta forma

disminuyen sus efecto deletéreos (Persson et al., 2013)

Los resultados de viabilidad al exponer el co-cultivo a EHM, muestran que éste no
es sensible a las concentraciones de EHM que tienen relevancia toxicoldgica. Estos
resultados difirieron de los de otros autores que sefialan que el modelo de co-cultivo
de células A549 y macréfagos derivados de THP-1 tiene una elevada sensibilidad a
diferentes estimulos como bacterias, nanoparticulas y material particulado < 2.5 ym,
comparado con monocultivos de A549 (Arezki et al., 2021; Loret et al., 2016; Wang
et al., 2020). Sin embargo, en dichos estudios, los macrofagos derivados de THP-1
son expuestos sin un tiempo de reposo después de llevar a cabo el proceso de

diferenciacion con PMA en altas concentraciones (10-300 ng/ml).

Este tipo de metodologias podrian generar un sesgo en la respuesta de estas
células ya que se ha descrito que al realizar la diferenciacion con altas
concentraciones de PMA o sin tiempo de reposo, mantienen una elevada expresion
de genes relacionados con la inflamacion por al menos 48 h, por lo que producen
una respuesta inflamatoria exacerbada a estimulos inflamatorios débiles y es menos
probable que respondan a estimulos antiinflamatorios débiles (Baxter et al., 2020;
Park et al., 2007).

La diferencia en el método de diferenciacion de los monocitos pudo propiciar que
los autores anteriormente mencionados obtuvieran un modelo con elevada
sensibilidad a los estimulos que probaron, mientras que en nuestro estudio al utilizar
el método de diferenciacion estandarizado (descrito en la seccién 2.3.2) se previo

una respuesta exacerbada.

4.2 Modificacion de la secrecion de IL en los modelos expuestos a EHM

Los resultados muestran que la exposicion de las células A549 en monocultivo a
EHM incremento la secreciéon de IL-6 e IL-4 (63 y 7%, respectivamente); por su
parte, en el co-cultivo expuesto a EHM se observo una elevacion de la secrecion de
IL-6, IL-1ra e IL-10 (46, 26 y 28% respectivamente), sin modificacion en la secrecion

de otras IL. Esto indica que ambos modelos tienen una respuesta diferente al EHM.
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El cultivo de A549 tiene una respuesta inflamatoria mientras que la del co-cultivo es
antiinflamatoria. Dicha diferencia sugiere que la presencia de los macrofagos
derivados de THP-1 modifica cualitativamente la respuesta inflamatoria. Es
conveniente analizar si las células en el co-cultivo tienen algun tipo de comunicacién
que al final lleve a modificar el perfil de IL secretadas, ya que la comunicacién entre
estas ceélulas ha sido descrita por otros autores (Ardain et al., 2020; Beckmann et
al., 2020; Bissonnette et al., 2020).

Con base en una buasqueda bibliogréafica, no se han utilizado los modelos utilizados
en el presente trabajo para la evaluacion de la respuesta inflamatoria en respuesta
a la exposicion a un extracto o al HM. Sin embargo, el modelo de co-cultivo de
células A549 y macréfagos derivados de THP-1 ha sido usado en otros estudios
para evaluar la respuesta inflamatoria de nanoparticulas, en los cuales refieren que
la respuesta del modelo depende del material utilizado (Arezki et al., 2021; Dekali
et al., 2013; Hufnagel et al., 2021; Loret et al., 2016).

Algunos autores refieren que la respuesta inflamatoria es méas diversa en el co-
cultivo que en el monocultivo ya que se involucran mas moduladores inflamatorios
que los determinados en un monocultivo, esto debido a la presencia de células de
la respuesta inmune (macrofagos derivados de THP-1) que los aportan (Jantzen et
al., 2012). Ademas, la presencia de los macrofagos en la region alveolar in vivo es
crucial para mantener la homeostasis del sistema inmune, pues son éstas células
las que producen, en mayor medida, las citocinas antiinflamatorias (Ardain et al.,
2020; Yu et al., 2017) y existe una comunicacion bilateral entre células epiteliales y
macrofagos para mantener dicha homeostasis (Ardain et al., 2020; Bissonnette et
al., 2020).

En estado basal o sin estimulos, el microambiente alveolar esta regulado por las
células presentes en él para evitar una activacion inflamatoria innecesaria, sin
suprimir la capacidad de responder un estimulo dafiino. Sin embargo, la respuesta
inflamatoria a cualquier estimulo debe ser lo menos exacerbada posible, pues es
vital mantener esta region no inflamada para que pueda continuar con sus funciones
(Ardain et al., 2020; Bissonnette et al., 2020).
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Asi pues, la respuesta inflamatoria observada en el monocultivo de células A549
podria ser la observada en individuos con deficiencias inmunologicas por falta o
disfuncion de macréfagos. Por ejemplo se ha observado que la exposicion al humo
de cigarro puede ocasionar una deplecién de macréfagos alveolares (Fleischmann
et al., 2023); ademas, el alcoholismo puede ocasionar deficiencia inmune en la

region alveolar por causar disfuncion de macréfagos (Mehta et al., 2013).

En la comparacion de los perfiles de secrecion de IL entre los modelos estudiados,
se observo que el co-cultivo secreté més IL antinflamatorias (IL-1ra e 1L-10) que el
monocultivo (11- y 7-veces mas, respectivamente) al exponerse a EHM y en
particular se observé una secrecion basal de IL-1ra mas elevada en el co-cultivo, ya

gue fue el doble del monocultivo.

En este estudio, las células THP-1 fueron tratadas con PMA antes de someterse a
la siembra en co-cultivo con las células A549. En la literatura se sefala que los
monocitos y macrofagos son una fuente importante de IL-1ra y en especifico las
células THP-1 elevan su secrecion tras la estimulacion con PMA (K. Hu et al., 2013;
C. A. Meier et al., 2002). Tomando esto consideracion, la estimulacion con PMA
pudo originar los niveles basales elevados de IL-1ra que observamos en el co-

cultivo.

La elevacion de IL-1ra en el co-cultivo expuesto a EHM puede explicarse ya que la
estimulacion con PMA también ocasiona una mayor expresion del receptor gamma
activado por proliferador de peroxisomas (PPARYy) en las células THP-1 (K. Hu et
al., 2013; C. A. Meier et al., 2002). Dentro de las moléculas identificadas como
agonistas de PPARy se encuentran varios fitocannabinoides: THC, CBD y CBG
(Nachnani et al., 2021; Sunda & Arowolo, 2020). La activacion de PPARy con
fitocannabinoides genera una respuesta antiinflamatoria, incluida una mayor
secrecion de IL-1ra (K. Hu et al., 2013; C. A. Meier et al., 2002; Rodriguez Mesa et
al., 2021; Sunda & Arowolo, 2020).

Por lo anterior, es razonable suponer que la elevacion en la secrecion de IL-1ra en

el co-cultivo expuesto a EHM se debe a la sefializacion de PPARy por los

46



fitocannabinoides agonistas (THC y CBG) presentes en el EHM; sin embargo, esta

hipoétesis requiere corroboracion experimental.

La elevacion de IL-10 en el co-cultivo expuesto a EHM puede deberse a una
sefalizacion de los receptores CBL1 por los fitocannabinoides presentes en el EHM,
ya que estos receptores modulan la inflamacion (Russo & Marcu, 2017). Y se ha
observado en ratones que la sefializacion con THC de CB1 en células monociticas
eleva la secrecion de IL-10 en estas células (Joffre et al., 2020).

En un estudio donde se realiz6 una exposicion similar a la realizada en el presente,
Anil et al., (2021) reportaron que la exposicion a un extracto metandlico de Cannabis
sativa originaba una respuesta antinflamatoria en células A549 y una proinflamatoria
en macrofagos derivados de KG-1 (células humanas derivadas de leucemia
mieldgena aguda, fenotipo mieloblastico). La diferencia entre los resultados de este
trabajo y el nuestro puede explicarse por la diferente composicion quimica de los
extractos utilizados (en su estudio reportan que se compone casi en totalidad de
CBD vy sin presencia de THC, contrario al EHM empleado en este estudio que no
tiene CBD). Otro punto a considerar son las células utilizadas para obtener
macréfagos, ya que en la literatura se describe que las células KG-1 no son tan
adecuadas para evaluar la respuesta de macréfagos (Auwerx, 1991; Skopek et al.,
2023).

4.3 Modificacién de la actividad de enzimas de respuesta inflamatoria en los
modelos expuestos a EHM

La exposicion a EHM no modificé la actividad de arginasa en el monocultivo,
respecto a su actividad basal, aun cuando si se modifica la secrecion de dos IL en
este modelo. Ha sido descrito que en las células A549, esta actividad enzimatica no
se modifica con estimulaciones proinflamatorias como el uso de citocinas TNFa, IL-
1B e IFNy. Pero si se aumenta la actividad de esta enzima con estimulaciones
antiinflamatorias (Jiang & George, 2011). Esto puede sugerir que el resultado
observado de la actividad de esta enzima en las células A549 expuestas a EHM es

de una estimulacion proinflamatoria.
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La actividad enzimética analizada en el co-cultivo expuesto a EHM muestra un perfil
antiinflamatorio por el aumento significativo del 167% de la actividad de arginasa y
la disminucion significativa del 15.3% de la actividad de mieloperoxidasa,
comparado con su actividad basal. Esto coincide con el perfil antinflamatorio
observado en la secrecion de IL en este mismo modelo expuesto a EHM.

El aumento en expresion y actividad de arginasa es debido a la sefializacion de
mediadores antiinflamatorios, la IL-10 constituye uno de los mediadores que activa
a esta enzima (Rodriguez et al., 2017). Por otro lado la induccién de la actividad y
expresion de mieloperoxidasa es contrarrestada por la sefializacion de mediadores
antiinflamatorios como IL-10 e IL-1ra (Mulligan et al., 1993; Suzuki et al., 2001). Con
base en esto, puede inferirse que la modificacion de la respuesta en la actividad
enzimatica analizada es producto de la sefalizaciobn de las IL con secrecion

aumentada tras la exposicion al EHM en el co-cultivo (IL-10 e IL-1ra).

El resultado de un perfil antiinflamatorio en el co-cultivo no es del todo favorable
cuando se extrapola a lo que puede suceder in vivo el aumento en la actividad de
arginasa representaria una actividad pro-fibrética aumentada que no es favorable
(Jiang & George, 2011; Rodriguez et al., 2017). La fibrosis pulmonar tiene un origen
en la regién alveolar y es causante de diferentes afecciones pulmonares cronicas
cuyo resultado es la falla respiratoria (Meyer, 2017; Parimon et al., 2020). Ademas,

la fibrosis pulmonar se ha asociado a fumar marihuana (Phan et al., 2005).

Por otro lado, la diminucidn en la actividad de enzimas de defensa inflamatoria como
la mieloperoxidasa in vivo puede resultar en una elevada susceptibilidad a padecer
infecciones oportunistas, elevado dafio pulmonar por dichas infecciones y una mala
regulacion de la inflamacion generando una respuesta exacerbada y sin control
(Aratani et al., 2002, 2006; Kremserova et al., 2016).

En diferentes estudios se ha demostrado que la morfologia, capacidad bactericida
y otras funciones efectoras de macrofagos alveolares se ven disminuidas con la
exposicion al HM de manera cronica (Cabral et al., 1991; Roth et al., 2004); estos
efectos corresponden a una reaccion antinflamatoria o supresién inmune de los

macrofagos como la que se observé en nuestro estudio.
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Con esta informacion y los hallazgos en el co-cultivo expuesto a EHM en este
estudio, se puede inferir que en caso de que un perfil antiinflamatorio fuera
mantenido en la region alveolar tras una exposicién cronica a HM, los individuos
enfrentarian afecciones relacionadas con la inmunosupresion y remodelacion tisular

a nivel pulmonar.

Sin embargo, hay que tener en consideracion que las exposiciones del mono-y co-
cultivo fueron Unicas y no representan de ninguna manera una exposicion cronica a
la que habitualmente estan expuestos los consumidores de marihuana de uso no
meédico (United Nations, 2021). Ademas, la composicion del EHM utilizado, difiere

de la composicion quimica y fisica del humo de marihuana (Graves et al., 2020).

Los efectos del EHM causados sobre el co-cultivo son una aproximacion a los
eventos que se suceden in vivo tras el consumo de marihuana por inhalacién, pero
no representan en su totalidad las afecciones causadas en la region alveolar por
este consumo. Se desconoce si la exposicion repetida a este EHM sobre el co-
cultivo puede cambiar la respuesta inflamatoria 0 si es mantenida, esto es trabajo

para una futura investigacion.
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5. CONCLUSIONES

Los modelos evaluados: monocultivo de células A549 y co-cultivo de células A549

y macréfagos derivados de THP-1 respondieron de manera diferente a la exposicion
a 0.01-10 pyg/ml de EHM por 24 h.

La exposicion a EHM por 24 h fue citotoxica para el monocultivo desde 0.1
pg/ml, pero no fue citotoxica para el co-cultivo a ninguna concentracion
evaluada. La exposicion a H202 100 uM fue mas citotoxica para las células
A549 en monocultivo, comparada con el co-cultivo de células A549 y
macréfagos derivados de THP-1.

Los niveles de IL en el medio fueron diferentes en el monocultivo y el co-
cultivo expuestos a 1 pg/ml de EHM por 24 h. El perfil de IL mostrado por el
monocultivo parece ser proinflamatorio, como lo muestra la elevacion de la
IL-6, mientras que el perfil en el co-cultivo parece ser antinflamatorio pues
aumenta la secrecion de IL-1ra e IL-10.

La actividad enzimética de arginasa en el monocultivo de células A549
expuesto a 1 ug/ml de EHM por 24 h corresponde a una estimulacion
proinflamatoria, por su parte la actividad de arginasa y mieloperoxidasa en el
co-cultivo de células A549 y macrofagos derivados de THP-1 bajo la misma
exposicion corresponden a una estimulacion antinflamatoria y concuerda con
los niveles de IL antiinflamatorias secretadas por este modelo.

Teniendo en consideracién los resultados obtenidos se sugiere que la
presencia a de los macréfagos derivados de THP-1 tiene un efecto protector
antinflamatorio en el modelo de barrera epitelial de células A549 expuesto a
EHM.
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6. PERSPECTIVAS

Es relevante evaluar la participacion de los receptores PPARy y CB1 en el
mecanismo del posible efecto protector de los macréfagos derivados de THP-1. Asi
como la participacion de los receptores CB1 y CB2 en el mecanismo de muerte del
EHM sobre las células A549 cuando se encuentran en monocultivo y si es que esta
mediado por los fitocannabinoides presentes en éste. De la misma forma evaluar la
participacion de otros receptores que pueden ser activados por cannabinoides
(como TRPV1, GPR55 y GPR119) en la respuesta inflamatoria de ambas lineas
celulares, puede completar la informacion ya reportada en la literatura sobre estos
y si es que participan de alguna forma en la respuesta observada con la exposicion
a EHM.

A su vez es de importancia investigar la posible comunicacién entre los dos tipos
celulares presentes en el co-cultivo y si el perfil de IL depende de dicha
comunicacién. La secrecion de mediadores solubles o liberados al medio (citocinas
y vesiculas extracelulares) puede evaluarse utilizando cajas de cultivo con insertos
que evitan el contacto fisico entre células, pero permiten que compartan medio. O
exponiendo a las células A549 al medio de cultivo de los macréfagos derivados de

THP-1 expuestos al EHM y viceversa.

La evaluacion de comunicacion por contacto fisico mediante uniones gap podria
realizarse mediante inmunocitoquimica con agentes fluorescentes o0 con
microscopia electrénica para evidenciar la presencia de uniones gap intercelulares

entre ambos tipos celulares.

Es conveniente evaluar la exposicion repetida a EHM en el modelo de co-cultivo

para determinar la evolucion de los efectos encontrados con una exposicion aguda.

Se sugiere que evaluar la actividad de las NOS vy los niveles de citocinas (IL-13,
TGFp), asi como la cuantificacion de IL-8, ayudaria complementar la informacion
que ya se obtuvo sobre la respuesta pro- y antiinflamatoria en ambos modelos

evaluados.
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Se fortaleceria la informacion encontrada en este estudio si se evalla la respuesta
del modelo de co-cultivo a la exposicion al humo de marihuana en su estado natural
y no como extracto liquido, con la finalidad de evidenciar diferencias en la respuesta

de los modelos.

Los resultados de esos estudios futuros se integrarian a los obtenidos en este
estudio obteniendo asi un panorama mas consolidado de la participacion de cada
estirpe celular, asi como en conjunto durante la exposicion al HM, lo que

complementara a los estudios epidemiologicos con los que se cuenta actualmente.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion y analisis del Extracto de Humo de Marihuana

En el laboratorio 6 (Metabolismo de Xenobi6ticos) del Departamento de Toxicologia
(CINVESTAV) por el trabajo de la M. en C. Fanny Colchero y la M. en C. Elvira
GOmez, se obtuvo un extracto de humo de marihuana (EHM) usando un equipo de

combustion.

Brevemente, se quemaron 100 cigarrillos elaborados en laboratorio a partir de las
hojas secas de Cannabis sativa spp., de la combustién se consiguié un condensado
en una matriz de fibra de vidrio con carbdn activado. Se obtuvo un primer extracto
del condensado de humo usando clorometano (CH2Cl2) y se llevd a sequedad con

flujo de N2; posteriormente el condensado se recuperé usando etanol.

El procedimiento se realiz6 siguiendo los lineamientos descritos por la norma ISO
3308:2012 Routine Analytical cigarette-smoking machine-definitions and standard

conditions (International Organization for Standarization, 2012).

Este extracto fue analizado en un cromatégrafo de gases (Perkin Elmer, Claurus
680) acoplado a un espectrometro de masas (Perkin Elmer, Claurus 600 T), en

donde se determinaron los compuestos listados en la Tabla 5.

Con base en este analisis se observa que el EHM obtenido tiene una mayor
presencia de cannabinoides y una baja presencia de PAH. Ademéas de su
identificacion cualitativa, se cuantificé la cantidad THC en el extracto obteniendo 86
ng de THC/ul de EHM.
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Tabla 5. Compuestos identificados en el EHM por el tiempo de retencién en el

cromatogramay porcentaje de concordancia en la biblioteca de la NIST

Tiempo de retencién

Compuesto %
(min)
18.21 Naftaleno 96
19.07 Nonacosano 96
19.61 Bencilo 95
19.86 Guaiol 99
22.25 Fiteno 2 93
25.51 Acido metil hexadecanoico 93
36.48 Cannabigerol 93
37.39 Bencil butil ftalato 95
38.52 Cannabicromeno 93
38.83 A9-THC 97
38.96 A8-THC 99
39.36 Cannabinol 97

Tomado de Gémez-Guerrero et al., 2022 (datos no publicados)
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Anexo 2. Respuesta de co-cultivo a LPS, caracterizacion del co-cultivo

Para caracterizar la respuesta del co-cultivo ante un estimulo de inflamacién externo
se utilizé un estimulo de LPS 0.01 pg/ml. Se evalud la viabilidad y la secrecion de
IL con la finalidad de garantizar que el modelo responde a un estimulo inflamatorio
y que dicha respuesta es medible.
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Figura 17. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a LPS (0.01 pg/ml) por 24 h, ensayos MTT
y CVS.
Se presentan las graficas de con datos expresados como media + EEM; triplicados de tres

experimentos independientes. Analisis estadistico mediante prueba t de Student no pareada de una
cola; *p<0.05, **p<0.001

En la Figura 17 se presentan los resultados de viabilidad después de la exposicion
del co-cultivo a LPS, utilizando dos técnicas distintas (MTT y CVS). Ambos ensayos
mostraron que la exposicion a un estimulo inflamatorio externo, como LPS en

concentracion 0.01 pyg/ml por 24 h, disminuye significativamente la viabilidad en un
10%.

Niveles de IL

El mismo estimulo inflamatorio de LPS en concentracion 0.01 pg/ml por 24 h
modificé la secrecién de IL en el modelo de co-cultivo. En la Figura 17 panel A se
presenta la modificacion en la secrecion de las IL proinflamatorias analizadas, tanto

la IL-13, como la IL-6 muestran una tendencia de aumento después de la exposicion
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a LPS; sin embargo, sdlo la IL-1p tuvo un aumento estadisticamente significativo

después de dicho estimulo.
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Figura 18. Interleucinas pro-y antinflamatorias secretadas en el medio del co-cultivo expuesto

a LPS (0.01 pg/ml) por 24 h.
Se presentan graficas de datos expresados como media + EEM de duplicados de tres experimentos

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Andlisis estadistico de cada

interleucina mediante prueba t de Student no pareada de una cola; *p<0.05 *p<0.001.

En cuanto a las IL antiinflamatorias analizadas, en la Figura 17 panel B se observan
los cambios en su secrecidon después del estimulo con LPS. La IL-4 tuvo una
disminucidbn en su secrecién estadisticamente significativa, mientras que la
secrecion de IL-1ra tuvo un incremento estadisticamente significativo. Por su parte
la IL-10 se mantuvo sin modificaciones significativas en su secrecion después del

estimulo inflamatorio de LPS.

Los resultados de control de respuesta a LPS (0.01 pg/ml) en el modelo de co-cultivo
mostraron un perfil de IL inclinado a una respuesta proinflamatoria dada por el
incremento significativo en la secrecion de IL-1B (21%), el ligero incremento de IL-6

(22%), asi como la disminucién significativa en secrecion de IL-4 (-8.8%). Resultado
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proinflamatorio que concuerda con los obtenidos en modelos similares por otros
autores (Arezki et al., 2021; Liu et al., 2018).

Ademas de elevar la secrecion de IL-13, el LPS (0.01 pg/ml) incrementoé la de IL-
1lra (25%). En diferentes estudios se ha observado que el LPS induce la expresion
y secrecion de IL-1B y IL-1ra, por lo que esta considerado como un inductor de la

expresion de ambas IL en células inmunes (Andersson et al., 1992; Arend, 2002).

También se ha descrito que 2 h después de una inyeccion de LPS en humanos se
produce una elevacion plasmatica de IL-1a e IL-1B8 y en horas subsecuentes se
elevan los niveles de IL-1ra en plasma, los cuales son mayores que los de IL-1a e
IL-1B, lo que muestra un proceso de proteccion contra una respuesta inflamatoria
exacerbada (Granowitz et al., 1991). Esto puede explicar las concentraciones de IL-
lra 2.9 veces mayores a las de IL-1B observadas en el co-cultivo después de la

exposicioén a LPS.

La IL-4 ocasiona la activacién alternativa de macréfagos, también llamada
polarizacion M2a, fenotipo antiinflamatorio y curativo (Abbas et al., 2018; Baxter et
al., 2020). Por el lado contrario el LPS activa de manera clasica a los macréfagos
originando un fenotipo M1 proinflamatorio (Abbas et al., 2018; Baxter et al., 2020).
Ambos fenotipos son contrarios y mutuamente excluyentes, es decir, cuando se
activan los macrofagos se disminuye la secrecion de aquellas IL pertenecientes a
otro fenotipo (Orecchioni et al., 2019). La reduccion en la secrecion de IL-4
observada en el sobrenadante del co-cultivo después de la exposicién a LPS puede

explicarse por dicho fenémeno de polarizacion.

La disminucién de la viabilidad en el co-cultivo después de la exposicion a LPS
puede relacionarse también con un proceso de inflamacién, ya que la respuesta
inflamatoria causa dafio en el tejido donde es iniciada (Abbas et al., 2018; Feehan
& Gilroy, 2019). Ademas, una de las formas de secrecion de IL-13 se produce
cuando las células mueren por piroptosis. Esta muerte celular es dependiente de
caspasa-1 al igual que la escision necesaria para pasar de pro-IL-1B a IL-1B
funcional (Lopez-Castejon & Brough, 2011) lo que también puede explicar la

disminucion de la viabilidad observada en los resultados de nuestro estudio.
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Los resultados del co-cultivo expuesto a LPS muestran que el modelo tiene la
capacidad de responder de forma esperada a la exposicion a un agente
inmunomodulador conocido como LPS. Ademas, tiene la capacidad de responder
de manera especifica a estimulos diferentes, pues se observa que los resultados de
modificacion de los niveles de IL secretados por la exposicion a EHM es totalmente

diferente al originado de la exposicion a LPS.
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Anexo 3. Solucion amortiguadora de fraccionamiento subcelular

Reactivos y su concentracion final en la solucion
Sacarosa 250 mM

HEPES 20 mM

KCI 10 mM

MgCl21.5 mM

EDTA1 mM

EGTA 1mM

DTT 1 mM

SIGMAFAST™ Protease Inhibitor

Preparacion

Para preparar 50 ml de la solucion amortiguadora se pesaron 4.28 g de sacarosa,
0.0373 g de KCl y se disolvieron en 25 ml de agua destilada. Posteriormente a esta
solucion se afiadié 1 ml de HEPES 1 M (pH 7.4), 75 ul de MgCl21 M, 100 ul de
EDTA 0.5 My 100 ul de EGTA 0.5 M. Se llevé al volumen final con agua destilada

y se refrigero.

Al momento de usar la solucién amortiguadora a cada 10 ml de la misma se le
afiadieron 10 pl de DTT 1 My 10 ul del SIGMAFAST™ Protease Inhibitor 10X. Se

mantuvo en hielo durante su uso.

La solucién es parte del protocolo de fraccionamiento subcelular descrito por Patten,
(2018) para abcam®.
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