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Resumen 

La inhalación de humo de marihuana (HM) es la forma de su consumo más 

extendida, está asociada con síntomas de inflamación pulmonar. No obstante, se 

desconoce su impacto en la secreción de interleucinas (IL) y la actividad de enzimas 

de respuesta inflamatoria del epitelio alveolar. El objetivo de este estudio fue 

analizar la alteración 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 macrófagos derivados de la línea celular 

THP-1. Se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo MTT y tinción de cristal 

violeta, los niveles de IL (antiinflamatorias y proinflamatorias) usando la tecnología 

Luminex® y la actividad de enzimas de respuesta inflamatoria: arginasa y 

mieloperoxidasa, mediante ensayos colorimétricos. Los resultados mostraron que 

la exposición a concentraciones de EHM equivalentes a las de THC cuantificadas 

en fluidos biológicos humanos durante 24 h disminuyó la viabilidad del monocultivo 

y aumentó la secreción de IL-6, mientras que en el co-cultivo la misma exposición 

no afectó la viabilidad y aumentó los niveles de IL-1ra e IL-10, junto con el aumento 

de actividad de la arginasa y diminución de la actividad de mieloperoxidasa. De los 

resultados se concluye que los modelos investigados tienen una respuesta diferente 

al EHM y se sugiere un posible efecto protector antiinflamatorio de los macrófagos 

en la exposición al EHM. Al comparar los resultados entre ambos modelos se pone 

de manifiesto la relevancia de la participación del sistema inmune en la defensa de 

la barrera alveolar. Es conveniente analizar el posible mecanismo de portección de 

los macrófagos derivados de THP-1, que podría vincularse a la señalización 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. 

  



viii 
 

Índice de contenido 

 

Dedicatoria .............................................................................................................. iv 

Agradecimientos ...................................................................................................... v 

Resumen ................................................................................................................. vi 

Abstract .................................................................................................................. vii 

Índice de tablas ....................................................................................................... xi 

Índice de figuras ..................................................................................................... xii 

Abreviaturas .......................................................................................................... xiii 

1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................ 1 

1.1 Marihuana ...................................................................................................... 1 

1.1.1 Composición química .............................................................................. 1 

1.1.2 Consumo en México y el mundo ............................................................. 1 

1.1.3 Humo de marihuana ................................................................................ 4 

1.2 Aparato respiratorio ....................................................................................... 6 

1.2.1 Anatomía y fisiología del aparato respiratorio ......................................... 6 

1.3 Inflamación .................................................................................................... 8 

1.3.1 Respuesta inflamatoria y resolución........................................................ 8 

1.3.2 Interleucinas .......................................................................................... 11 

1.3.3 Inflamación en vías respiratorias ........................................................... 12 

1.4 Antecedentes ............................................................................................... 14 

1.5 Justificación ................................................................................................. 18 

1.6 Hipótesis ...................................................................................................... 18 

1.7 Objetivos ...................................................................................................... 18 

1.7.1 Objetivo general .................................................................................... 18 



ix 
 

1.7.2 Objetivos específicos ............................................................................ 19 

2. Materiales y Métodos ........................................................................................ 20 

2.1 Estrategia experimental ............................................................................... 20 

2.2 Reactivos ..................................................................................................... 20 

2.3 Cultivos celulares ......................................................................................... 21 

2.3.1 Monocultivo A549 .................................................................................. 21 

2.3.2 Co-cultivo A549-macrófagos derivados de THP-1 ................................ 22 

2.4 Tratamientos ................................................................................................ 23 

2.5 Ensayo de viabilidad por MTT ..................................................................... 24 

2.5.1 Principio ................................................................................................ 24 

2.5.2 Procedimiento ....................................................................................... 25 

2.6 Ensayo de viabilidad por CVS ..................................................................... 26 

2.6.1 Principio ................................................................................................ 26 

2.6.2 Procedimiento ....................................................................................... 26 

2.7 Cuantificación de interleucinas vía ensayo multiplex de inmunofluorescencia 

Luminex® ........................................................................................................... 27 

2.7.1 Principio ................................................................................................ 27 

2.7.2 Procedimiento ....................................................................................... 27 

2.8 Ensayo de actividad enzimática de arginasa ............................................... 28 

2.8.1 Principio ................................................................................................ 28 

2.8.2 Procedimiento ....................................................................................... 29 

2.9 Ensayo de actividad enzimática de mieloperoxidasa ................................... 30 

2.9.1 Principio ................................................................................................ 30 

2.9.2 Procedimiento ....................................................................................... 31 

2.10 Análisis estadístico .................................................................................... 31 



x 
 

3. RESULTADOS .................................................................................................. 33 

3.1 Respuesta de monocultivo a EHM ............................................................... 33 

3.1.1 Viabilidad ............................................................................................... 33 

3.1.2 Niveles de IL ......................................................................................... 34 

3.2 Respuesta de co-cultivo a EHM ................................................................... 35 

3.2.1 Viabilidad ............................................................................................... 35 

3.2.2 Niveles de IL ......................................................................................... 35 

3.3 Comparación de respuesta del monocultivo y co-cultivo a EHM ................. 37 

3.3.1 Niveles de IL ......................................................................................... 37 

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

EHM ................................................................................................................... 40 

3.4.1 Arginasa ................................................................................................ 40 

3.4.2 Mieloperoxidasa .................................................................................... 41 

4. DISCUSIÓN ...................................................................................................... 42 

4.1 Modificación de la viabilidad en los modelos expuestos a EHM .................. 42 

4.2 Modificación de la secreción de IL en los modelos expuestos a EHM ......... 44 

4.3 Modificación de la actividad de enzimas de respuesta inflamatoria en los 

modelos expuestos a EHM ................................................................................ 47 

5. CONCLUSIONES .............................................................................................. 50 

6. PERSPECTIVAS ............................................................................................... 51 

7. REFERENCIAS ................................................................................................. 53 

ANEXOS ............................................................................................................... 63 

Anexo 1. Obtención y análisis del Extracto de Humo de Marihuana ................. 63 

Anexo 2. Respuesta de co-cultivo a LPS, caracterización del co-cultivo ........... 65 

Anexo 3. Solución amortiguadora de fraccionamiento subcelular ..................... 69 



xi 
 

Índice de tablas 

Tabla 1. Concentraciones de THC en fluidos biológicos después de la inhalación de 

humo de marihuana. ............................................................................................... 3 

Tabla 2. Comparación de compuestos detectados en humo de tabaco y marihuana

 ................................................................................................................................ 5 

Tabla 3. Características de las interleucinas ......................................................... 12 

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

 .............................................................................................................................. 23 

Tabla 5. Compuestos identificados en el EHM por el tiempo de retención en el 

cromatograma y porcentaje de concordancia en la biblioteca de la NIST ............. 64 

 

  



xii 
 

Índice de figuras 

Figura 1. Componentes estructurales del alveolo ................................................... 7 

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio experimental ........................................... 20 

Figura 3. Reducción de MTT a formazán .............................................................. 25 

Figura 4. Diagrama esquemático del ensayo de tinción de cristal violeta ............. 26 

Figura 5. Reacción catalizada por arginasa y formación de complejo colorido ..... 29 

Figura 6. Oxidación de TMB por mieloperoxidasa ................................................. 31 

Figura 7. Viabilidad celular de monocultivo expuesto a diferentes concentraciones 

de EHM por 24 h, ensayos MTT y CVS.. .............................................................. 33 

Figura 8. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas en el medio del 

monocultivo expuesto a EHM (1 μg/ml) por 24 h.. ................................................ 34 

Figura 9. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a diferentes concentraciones de 

EHM por 24 h, ensayos MTT y CVS.. ................................................................... 35 

Figura 10. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas al medio del co-cultivo 

expuesto a EHM (1 μg/ml) por 24 h.. ..................................................................... 36 

Figura 11. Comparación de secreción de IL-6 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) 

expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h.. ................................................................... 37 

Figura 12. Comparación de secreción de IL-1ra en monocultivo (MC) y co-cultivo 

(CC) expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h.. .......................................................... 38 

Figura 13. Comparación de secreción de IL-10 en monocultivo (MC) y co-cultivo 

(CC) expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h.. .......................................................... 39 

Figura 14. Comparación de secreción de IL-4 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) 

expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h.. ................................................................... 39 

Figura 15. Actividad de arginasa en mono- y co-cultivo expuestos a EHM (1 μg/ml) 

por 24 h.. ............................................................................................................... 40 

Figura 16. Actividad de la mieloperoxidasa en el co-cultivo expuesto a EHM (1 μg/ml) 

por 24 h ................................................................................................................. 41 

Figura 17. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a LPS (0.01 µg/ml) por 24 h, 

ensayos MTT y CVS.. ........................................................................................... 65 

Figura 18. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas en el medio del co-cultivo 

expuesto a LPS (0.01 µg/ml) por 24 h.. ................................................................. 66 



xiii 
 

Abreviaturas 

CB1                          Receptor cannabinoide tipo 1 

CB2                          Receptor cannabinoide tipo 2 

CBC                         Cannabicromeno 

CBD                         Cannabidiol 

CBG                         Cannabigerol 

CBN                         Cannabinol 

CVS                         Tinción de cristal violeta 

EEM                         Error estándar de la media 

EHM                         Extracto de humo de marihuana 

EPOC                       Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

h                               Horas 

H2O2                         Peróxido de hidrógeno 

HM                            Humo de marihuana 

HT                             Humo de tabaco 

IL                               Interleucinas 

IL-10                         Interleucina 10 

IL-1ra                        Antagonista del receptor de interleucina 1 

IL-1β                         Interleucina 1 Beta 

IL-4                           Interleucina 4 

IL-6                           Interleucina 6 

IL-8                           Interleucina 8 

LPS                          Lipopolisacárido 

min                           Minutos 



xiv 
 

MPO                        Mieloperoxidasa 

MTT                         Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 

PAH                         Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

PPARγ                     Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma 

THC                         Δ9-Tetrahidrocannabinol 

μl                             Microlitro 

μm                           Micrómetro 

μM                           Micromolar



 

 

 



1 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Marihuana 

1.1.1 Composición química  

El término “marihuana” se refiere a las hojas secas, flores, tallos y semillas de la 

planta Cannabis sativa o Cannabis indica (NIDA, 2019). La marihuana contiene más 

de 421 compuestos químicos, de los cuales la sustancia psicoactiva más importante 

(que contribuye a su toxicidad) es el cannabinoide Δ9-tetrahidrocannabiol (THC). La 

planta cuenta con más de 60 cannabinoides, aunque los de importancia fisiológica 

en la planta son: THC, Δ8-tetrahidrocannabiol, cannabidiol (CBD), cannabinol 

(CBN), cannabicromeno (CBC) y cannabigerol (CBG), de los cuales no todos son 

psicotrópicos, 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 únicamente 

a compuestos provenientes de la Cannabis con una típica estructura C21 y sus 

productos de transformación que tuvieran acción sobre los receptores de 

cannabinoides (CB1 y CB2, principalmente), en la actualidad se reconoce con este 

término a todos los compuestos incluyendo fitoquímicos, sintéticos y endógenos que 

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

Además de los cannabinoides, la planta cuenta con terpenoides, monoterpenoides, 

sesquiterpenoides, alcaloides y flavonoides; las cantidades en las que estos 

compuestos están presentes dependen en gran medida de la genética de la planta, 

la estación del año en que se produjo, así como las condiciones en las que se cultivó 

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 más consumida alrededor del mundo; 

ha sido usada con propósitos no médicos y en rituales, así como medicinales por 

casi 5,000 años (Rella, 2015; United Nations, 2023; UNODC, 2021). Para el año 
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2021 se estimó que 219 millones de personas en el mundo consumieron Cannabis, 

lo que representa un incremento de 10 millones respecto al año 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 más alta (5.34%) entre grupos etarios, perteneció a los 

adolescentes de entre 15 y 16 años en 2021. Por su parte, Norteamérica fue en 

2021 la subregión del mundo con mayor prevalencia de consumo de marihuana 

(United Nations, 2023). 

En muchos países, el uso recreacional y medicinal de la marihuana es ilegal y en 

otros se está revisando la situación legal de su consumo (CONADIC, 2021; UNODC, 

2021). En México, su uso medicinal es legal desde 2017 y el uso no médico está 

descriminalizado (CONADIC, 2021). La prevalencia en el consumo frecuente para 

el año 2016 era de 2.1% de la población 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 2011 y 2016 (CONADIC et al., 2017). La prevalencia 

de consumo en México se encuentra como una de las más bajas a nivel mundial, 

aunque no se cuenta con información 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 cannábicos) o beberse en forma de 

infusión. 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 médico preferente es fumar porros 

o blunts. Esto obedece a que los consumidores manifiestan alcanzar efectos 

psicotrópicos más rápidamente y de mayor duración comparado con el consumo 

por ingesta y absorción cutánea de aceites, extractos o tinturas de marihuana, 

donde refieren un efecto más lento (Grotenhermen, 2003; Rella, 2015).  
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Esto se debe a que la combustión de la marihuana da lugar a la descarboxilación 

de algunos cannabinoides, como es el caso del ácido Δ9-tetrahidrocannabinólico 

que genera THC incrementando su concentración y biodisponibilidad en el 

organismo (Grotenhermen, 2003; Rella, 2015). Otra razón por la que los individuos 

refieren efectos más rápidos se debe a que la absorción y biodisponibilidad de THC 

cuando se consumen productos o alimentos cannábicos por ingesta es más lenta y 

menor que cuando se fuma la marihuana (Huestis, 2005). Teniendo esto en 

consideración, 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 inhalación, en la Tabla 1 se encuentran algunas 

determinaciones de THC en diferentes fluidos corporales y a diferentes tiempos 

después de la inhalación del HM. 

Tabla 1. Concentraciones de THC en fluidos biológicos después de la 
inhalación de humo de marihuana. 

Autores Muestra 
Determinación 

THC 
(ng/ml) 

Rotolo et 
al., 2019 

Lavado bronquioalveolar de paciente con 
enfermedad pulmonar, fumó cannabis 

catorce días previos 
0.9 

Lavado bronquioalveolar de paciente con 
enfermedad pulmonar, fumó cannabis dos 

días previos 
25.4 

Meier et al., 
2018 

Sangre de voluntario sin previo consumo, 
después de fumar un cigarrillo 

2.7 

Sangre de fumador crónico después de fumar 
un cigarrillo 

4.5 

Pacifici et 
al., 2020 

Sangre de voluntarios sanos, después de 
fumar un cigarrillo de “cannabis ligera” 

(0.16% THC) 
7.0 

Sangre, después de fumar cuatro cigarrillos 
de “cannabis ligera” 

14.1 

Fluido oral, después de fumar cuatro 
cigarrillos de “cannabis ligera” 

11.2 

Chu et al., 
2021 

Sangre de individuos muertos sospechosos 
de haber consumido cannabis toma al 

ingreso a la morgue 
13.7 



4 
 

 

Aunque estos valores se acercan, en cierto grado, a la concentración a la que el 

epitelio respiratorio se expone al inhalar humo de marihuana, ésta podría ser mayor. 

Se considera que las vías 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 Composición química del humo de marihuana 

Más de 2,000 compuestos son producidos durante la pirolisis de la marihuana, entre 

ellos se encuentran algunos carcinógenos, como los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (PAH, por sus siglas en inglés) (Graves et al., 2020). Se ha determinado 

que, de manera cualitativa, las características físicas 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, tamaño de partículas y 

composición química; sin embargo, comparten compuestos (ver Tabla 2) que son 

producto de la combustión de material orgánico 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 nitrógeno (amoniaco, óxidos de nitrógeno, 

cianuro de hidrógeno y aminas aromáticas), carbonilos (acetaldehído, acetona y 

acroleína), compuesto fenólicos, (fenol, catecol e hidroquinona), y PAH (naftaleno, 

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

La composición química del HM dependerá en gran medida de la composición 

química de la planta y ésta a su vez depende de las condiciones en las que fue 

cultivada, por ejemplo, la fertilización con nitrogenados que puede elevar la cantidad 

de amoniaco y óxidos de nitrógeno (Moir et al., 2008). 
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Tabla 2. Comparación de compuestos detectados en humo de tabaco y 
marihuana 

Compuesto Humo de tabaco Humo de marihuana 

Alquitran (mg/cig) 38.2 ± 2.2 37.4 ± 4.5 

NO (μg/cig) 65.7 ± 8.9 296 ± 33 

CO (mg/cig) 20.8 ± 1.9 13.4 ± 1.6 

Nicotina (mg/cig) 2.44 ± 0.18 0.005 ± 0.011 

Amoniaco (μg/cig) 35.5 ± 2.4 720 ± 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 (μg/cig) 31.1 ± 1.7 34.6 ± 4.3 

Benceno (μg/cig) 62.2 ± 3.5 58.3 ± 5.9 

Tolueno (μg/cig) 103 ± 6 124 ± 15 

3-aminobifenilo (ng/cig) 2.22 ± 0.18 9.15 ± 0.63 

1-aminonaftaleno (ng/cig) 24.9 ± 2.6 84.4 ± 13.2 

Formaldehído (μg/cig) 200 ± 28 25.1 ± 2.7 

Acetaldehído (μg/cig) 872 ± 101 448 ± 44 

Acetona (μg/cig) 454 ± 44 237 ± 23 

Acroleína (μg/cig) 125 ± 13 54.3 ± 4.5 

Hidroquinona (μg/cig) 153 ± 12 30.1 ± 2.9 

Fenol (μg/cig) 137 ± 11 91.5 ± 10.5 

Antraceno (ng/cig) 91.8 ± 5.4 70.9 ± 6.7 

Benzo(a)pireno (ng/cig) 14.3 ± 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 exposición al humo de marihuana 

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

región de exposición, es el aparato principal donde se lleva a cabo la absorción de 
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los compuestos activos y en donde se esperan las primeras alteraciones; a pesar 

de ello, la información relacionada con los efectos del HM sobre las vías 

respiratorias es limitada y controversial, particularmente en lo referente a estudios 

epidemiológicos (Hancox & Sears, 2019; Owen et al., 2014). La exposición a HM 

también afecta al sistema inmunológico perjudicando la inmunidad mediada por 

células, activación de macrófagos y la liberación de citocinas; al sistema neurológico 

causando cambios en el comportamiento y emocionales, deterioro del desempeño 

psicomotor; al sistema cardiovascular originando taquicardia e hipotensión postural; 

el sistema reproductivo se ha visto afectado por reducción en conteo de 

espermatozoides y alteración de la ovulación (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 Anatomía y fisiología del aparato respiratorio 

El aparato respiratorio se encarga del intercambio gaseoso que consiste en la 

captación de O2 y la eliminación de CO2; su disfunción altera la homeostasis, 

conduce a hipoxia o anoxia y acumulación de productos de desecho que, 

finalmente, pueden conducir a la muerte. El aparato respiratorio también participa 

en la regulación del pH sanguíneo, la presión arterial y el calor corporal. Tiene una 

amplia superficie de contacto entre el medio externo y los capilares sanguíneos. 

Este aparato se divide en zona de conducción y zona de respiración donde 

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

Las vías respiratorias de conducción tienen una estructura bifurcada con 

prolongaciones sucesivas de vías que se duplican y disminuyen progresivamente 

en su diámetro interno. Estas divisiones aumentan el área superficial total del 

epitelio de las vías respiratorias y el diámetro transversal acumulativo de las 

mismas, causando un flujo de aire más lento o nulo en las vías distales. Esta 

disminución del flujo de aire favorece la colección de gases y partículas por difusión 

radial o sedimentación en las paredes de las vías, por difusión radial o 

sedimentación y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad al daño por la exposición 

a contaminantes ambientales (Leikauf, 2021). 
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La zona de intercambio gaseoso consiste en bronquiolos terminales, bronquiolos 

respiratorios, ductos alveolares, alveolos, vasos sanguíneos e intersticio pulmonar. 

La región alveolar es de interés para el estudio de los efectos producidos por gases, 

aerosoles y partículas. El epitelio alveolar se compone de células (neumocitos) tipo 

I y tipo II. 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 μm) que permite el intercambio gaseoso O2-CO2, ejemplificado en la Figura 1 

(Barosova et al., 2021; Leikauf, 2021).  

En la Figura se muestran de manera gráfica los tipos celulares que componen el alveolo. Modificado 

de Tortora & Derrickson (2006) 

Los neumocitos tipo II son responsables de la producción del surfactante pulmonar, 

sustancia que permite que la región alveolar no colapse durante la ventilación y la 

protege inmunológicamente; además, esta estirpe celular participa activamente en 

la biotransformación de compuestos, pues contiene enzimas metabólicas de fase 1 

y 2. Estos neumocitos también pueden dar origen a células tipo I cuando éstas 

sufren daño. Además de epitelio, en los alveolos se encuentran macrófagos 

Figura 1. Componentes estructurales del alveolo 
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residentes que representan la primera línea de defensa inmunológica de este tejido 

y ejercen el papel de centinelas de daño por la presencia de agentes extraños en el 

epitelio (Leikauf, 2021). 

1.3 Inflamación 

1.3.1 Respuesta inflamatoria y resolución 

La respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa natural del organismo ante 

la presencia de estímulos dañinos como microorganismos patógenos, sustancias 

irritantes y células dañadas, para removerlos e iniciar un proceso curativo 

denominado resolución de la inflamación (Abbas et al., 2018). La inflamación se 

clasifica en aguda y crónica, siendo la primera generalmente un proceso benéfico 

para el organismo que se desarrolla rápidamente, de minutos a horas, y puede 

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

La inflamación crónica, por otra parte, deriva de una respuesta inflamatoria aguda y 

sucede cuando el estímulo no ha sido eliminado, el daño en tejido se ha extendido 

o hay una estimulación constante; las células inmunes en circulación amplifican la 

respuesta inflamatoria liberando moléculas proinflamatorias y pueden llegar a 

destruir tejido sano. En general, la mayoría de los mecanismos inflamatorios surgen 

por la activación de receptores que son sensibles a patrones moleculares asociados 

a daño a patógenos o asociados a daño celular (PAMPs y DAMPs, respectivamente, 

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

Entre los PAMPs se destaca el lipopolisacárido (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 

estímulo proinflamatorio, pues el reconocimiento de esta molécula ocasiona la 

expresión 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 únicamente son liberadas al espacio 

extracelular cuando las células han sufrido daño (Zindel & Kubes, 2020). 
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Los receptores sensibles a PAMPs y DAMPs están presentes principalmente en 

células del sistema inmunológico: macrófagos residentes de tejido, células 

dendríticas y mastocitos (centinelas de daño); sin embargo, otros tipos de células, 

por ejemplo, las endoteliales y algunas epiteliales que conforman las barreras físicas 

de defensa, también cuentan con algunos de estos receptores. Una vez activados, 

a través de transducción de señales, son activados diferentes factores de 

transcripción (como NF-κB), que favorecen la expresión transcripcional de 

moduladores solubles de la respuesta inflamatoria, principalmente de citocinas 

proinflamatorias (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019). Éstas tienen 

mayoritariamente acciones paracrinas y autocrinas, aunque bajo situaciones 

severas pueden producirse cantidades que permitan su entrada a la circulación y 

ejercer una acción endocrina (Abbas et al., 2018; Aghasafari et al., 2019; Oliveira et 

al., 2011). 

Al ser secretadas, las citocinas son reconocidas por sus receptores específicos 

ocasionando la generación de segundos mensajeros intracelulares que, mediante 

regulación transcripcional, influyen en diversos procesos como el reclutamiento de 

células, la secreción de proteínas, el incremento de actividad de enzimas de la 

respuesta inflamatoria,  la dilatación vascular, la adhesión de leucocitos al 

revestimiento endotelial, así como el incremento en la permeabilidad de capilares y 

vénulas, todo formando el proceso inflamatorio (Abbas et al., 2018; Oliveira et al., 

2011). 

La activación 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 

síntesis de agentes nocivos para la eliminación de los estímulos dañinos y la síntesis 

o activación de quimioatrayentes que se necesitan de novo (Abbas et al., 2018). 

Algunas de estas enzimas son ciclooxigenasas, óxido nítrico sintetasas (NOS), 

NADPH oxidasas y de manera particular, la mieloperoxidasa (MPO), en monocitos, 

macrófagos y neutrófilos. La MPO participa en la defensa del huésped al catalizar 

la formación de intermediarios reactivos de oxígeno, agentes halogenantes y 

nitrantes reactivos, incluyendo el ácido hipocloroso (HClO), que permiten a las 
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células principalmente para eliminar microorganismos patógenos y restos de tejido 

o células dañadas (Abbas et al., 2018; Aratani, 2018; Feehan & Gilroy, 2019). 

Debido a que durante la respuesta inflamatoria se causan daños en el tejido donde 

se lleva a cabo el proceso, es necesario que se inicie su resolución de manera 

óptima para apagar la inflamación. 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 síntesis y 

liberación de mediadores proinflamatorios, iniciar el catabolismo de los mediadores 

inflamatorios que se encuentran en el sitio de infección o daño, así como generar 

precursores de reparación tisular, lo que al final permitirá restaurar la homeostasis 

del tejido (Abbas et al., 2018; Feehan & Gilroy, 2019).  

El proceso antiinflamatorio o la resolución inicia cuando el estímulo dañino ha sido 

eliminado, es necesario que éste inicie para evitar una respuesta inflamatoria 

exacerbada y prevenir el desarrollo de una enfermedad crónica (Feehan & Gilroy, 

2019).Durante el proceso de resolución también es necesaria la activación de 

enzimas (diferentes a las que participan en el proceso proinflamatorio) para la 

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

Dentro de las enzimas que participan en este proceso podemos encontrar a 

diferentes lipooxigenasas que producen moduladores lipídicos y a la arginasa que, 

al metabolizar la arginina, produce ornitina que es un precursor de la producción de 

poliaminas (esenciales en la regulación de la proliferación celular y diferenciación) 

y prolina (un constituyente de la colágeno, que participa en el proceso de 

cicatrización), Además, la activación de la arginasa representa la inhibición 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 rápida, su resolución tarda horas 

en iniciarse y días en llevarse a término, por lo que en pocas horas aún es posible 

observar daño 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 función biológica, la homología 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 determinó que participaban en el cross-talk o comunicación 

entre leucocitos; sin embargo, estas  son secretadas por todas las células nucleadas 

y modulan diferentes acciones como la proliferación, diferenciación, crecimiento, 

supervivencia, activación e inhibición de funciones de las células inmunes (Akdis et 

al., 2011; Fietta et al., 2014; Musolino et al., 2017).  

Debido al rol crucial en la regulación de la inflamación 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 estímulos originan la 

producción y secreción de distintas IL. Comúnmente 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 mayoría de las IL (Fietta et al., 2014); dentro de la tabla 1 se destaca 

información sobre algunas interleucinas y su función.  

Debido a su participación en ciertos procesos que pueden favorecer o suprimir la 

inflamación, es que las IL pueden clasificarse en pro- o antiinflamatorias y aunque 

su secreción no regula únicamente el proceso inflamatorio (como se describió 

anteriormente), en la práctica clínica se miden a las IL como marcadores de 

inflamación o para evaluar la progresión 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 resolución (incluidas las IL), se secretan 

en un equilibrio dinámico (niveles basales) que permite que el sistema inmune esté 
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listo para responder ante los estímulos que identifique (Eberl, 2016; Jarczak & 

Nierhaus, 2022). 

Tabla 3. Características de las interleucinas 

Interleucina 
Estructura y peso 

molecular 
Funciones biológicas 

Interleucinas proinflamatorias 

IL-1β 

IL-1α: heterodímero 
17kd 

IL-1β: heterodímero 
17kd 

Inducción de proteínas proinflamatorias y 
hematopoyesis Pirógeno endógeno 

Activación de enzimas proinflamatorias  

IL-6 
Homodímero 19-

26kd 

Activación y reclutamiento de leucocitos. 
En hígado: síntesis de proteínas de fase 

aguda 

IL-8 Homodímero 16kd 

Quimioatrayente de neutrófilos, células NK, 
células, basófilos, eosinófilos. 

Angiogénesis, movilización de células 
hematopoyéticas 

Interleucinas antiinflamatorias 

IL-1ra 
Heterodímero 16.1-

20kd 
Antagonismo de IL-1β, inhibición de la 

respuesta a IL-1β 

IL-4 Monómero 15kd 
Inducción de la diferenciación a TH2, 
cambio de clase IgE, supresión del 

desarrollo de respuesta inflamatoria TH1 

IL-10 Homodímero 18.6kd 

Supresión de la respuesta inmune, 
inhibición de la activación de macrófagos y 

secreción de citocinas 
Activación de enzimas de la resolución 

Fuente: (Abbas et al., 2018; Akdis et al., 2011; Aratani, 2018; Musolino et al., 2017; 

Rodriguez et al., 2017) 

Dependiendo del estímulo, la respuesta del sistema inmune será 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 estímulo dañino y/o 

proteger al tejido afectado (Eberl, 2016).  

1.3.3 Inflamación en vías respiratorias 

Un balance de mediadores inflamatorios permite la correcta función de los 

pulmones, la perturbación de este microambiente en el tejido pulmonar puede 

ocurrir por diferentes factores como la presencia de enfermedad, hábitos, estrés, 
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cambios estacionales y la contaminación en el ambiente por agentes químicos o 

biológicos (Aghasafari et al., 2019; Flood-Garibay et al., 2019). Esto puede originar 

dos escenarios distintos: el primero se caracteriza por inflamación y una 

hiperreactividad del sistema inmune de manera local. El asma, las reacciones 

alérgicas, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica y la transformación celular 

son padecimientos que suceden a la inflamación 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 inmunosupresión o inhibición de la 

respuesta inflamatoria; la no reactividad del sistema inmune en las vías respiratorias 

puede producir un aumento en la susceptibilidad del tejido a infecciones bacterianas 

y daño por contaminantes ambientales, así como también favorece los procesos de 

transformación celular  (Albright & Goldstein, 1996; Flood-Garibay et al., 2019). 
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1.4 Antecedentes 

La exposición al HT es una de las principales causas de desarrollo o progresión de 

enfermedades crónicas asociadas a la inflamación o alteración de la respuesta 

inmunológica en vías respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica (EPOC), asma y cáncer de pulmón (Claire et al., 2020). En diferentes 

estudios que emplean líneas celulares o cultivos primarios in vitro, contemplando 

monocultivos y co-cultivos, se ha descrito que el HT tiene la capacidad de aumentar 

la secreción de IL inflamatorias, así como de modificar los niveles y activación de 

proteínas relacionadas con la respuesta inmune (Holownia et al., 2015, 2016; Zhang 

et al., 2021).  Tomando en cuenta la similitud en la composición química del HT y el 

HM (Graves et al., 2020; Moir et al., 2008), es posible que los efectos tóxicos de 

ambos sean similares.  

Por otra parte, la información epidemiológica relacionada con los efectos del HM 

sobre las vías respiratorias es limitada y controversial. Múltiples estudios indican 

que fumar marihuana puede inducir el desarrollo de síntomas inflamatorios en vías 

respiratorias, bronquitis crónica e incrementar la gravedad del asma. Aunque la 

evidencia de asociación de esta exposición con EPOC y el decremento de la función 

pulmonar es insuficiente, este tipo de asociaciones son difíciles de evaluar pues los 

usuarios consumen otros productos como el tabaco (Hancox & Sears, 2019; Owen 

et al., 2014).  

Debido a que los estudios epidemiológicos no son concluyentes, se opta por obtener 

información a partir de otro tipo de estudios. Una de estas estrategias es el empleo 

de los estudios in vitro, que permiten investigar mecanismos de daño y es por esto 

por lo que se utilizan para conocer la participación de cualquier xenobiótico en la 

iniciación y desarrollo de diferentes patologías. Entre las herramientas comúnmente 

utilizadas para la evaluación de mecanismos de daño producidos por humo, el uso 

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

La composición química del humo en su estado original no es la misma que la de 

un extracto; sin embargo, las células in vivo únicamente están expuestas a 

compuestos del humo que son solubles y extraídos en los fluidos biológicos. Por 
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esto los estudios in vitro y aquellos que usan algún tipo de extracto de humo son 

herramientas útiles en la investigación de los efectos toxicológicos que resultan de 

la exposición al humo (Rennard, 2004). 

En la literatura se cuenta con estudios in vitro que investigan los mecanismos de 

daño inducidos por la exposición a HM. En epitelio pulmonar murino se identificaron 

cambios en la expresión de genes relacionados con inflamación inducidos por la 

exposición a un condensado de HM en concentraciones 2.5-10 μg/ml por 6 h. Los 

efectos fueron más potentes que los inducidos por la exposición a un condensado 

de HT en concentraciones 25-90 μg/ml por 6 h (Maertens et al., 2013). En células 

Calu-3 (derivadas de adenocarcinoma pulmonar humano) se determinó que la 

exposición a un 10% de un extracto de HM en medio de cultivo por 24 h, elevó 

significativamente la IL-8, además de modificar la expresión de otras citocinas (Huff 

et al., 2020). 

El HM puede alterar negativamente a las células inmunitarias, como es el caso de 

macrófagos alveolares de primates no humanos expuestos al humo de 1 cigarrillo 

de marihuana al día, 7 días a la semana por 1 año o al humo de 2 cigarrillos de 

marihuana por semana por 1 año que mostraron cambios morfológicos y 

alteraciones en la expresión de proteínas (Cabral et al., 1991). También, los 

macrófagos alveolares de humanos fumadores de marihuana que consumían 27.2 

± 22.9 porros/semana, mostraron una disminución en la actividad antimicrobiana 

por disminución en la habilidad de producir óxido nítrico (Roth et al., 2004). Huber 

et al., (1975) demostraron que la exposición a diferentes concentraciones del HM 

(equivalentes a un rango de 44 a 176 μg/ml de THC) alteraron la actividad 

bactericida de macrófagos alveolares de ratas, al reducir su capacidad fagocítica. 

En macrófagos peritoneales murinos in vitro se observó que el tratamiento con 0.01-

1 μM de Δ9-tetrahidrocannabivarina (THCV) por 18 h reduce la expresión de la óxido 

nítrico sintetasa inducible (iNOS) e IL-1β inducidas por LPS (Romano et al., 2016); 

mientras que la exposición de fibroblastos a un extracto de HM (a concentraciones 

equivalentes a 0.18 y 0.45 μM de THC) por 24 h induce la expresión 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 liberación de citocinas e 

incrementa la secreción de IL-1 (Owen et al., 2014).  

Los modelos para estudiar toxicidad en vías respiratorias son muy variados, entre 

estos destaca el uso de líneas celulares y particularmente el uso de la línea A549 

proveniente de carcinoma pulmonar. Éstas son células que presentan 

características similares a las células epiteliales alveolares tipo II; las células A549 

son comúnmente utilizadas para la evaluación de citotoxicidad, estrés oxidante y 

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

Comúnmente la línea A549 ha sido utilizada como monocultivo para las diferentes 

evaluaciones; sin embargo, en la actualidad se considera que añadir otros tipos 

celulares al modelo puede representar con mejor aproximación las interacciones de 

xenobióticos en las vías respiratorias (Arezki et al., 2021). Básicamente porque 

dicho tejido no está compuesto por un solo tipo celular. Por su parte, los co-cultivos 

intentan, combinando distintos tipos celulares, asemejar de manera más cercana 

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

Otro de los componentes de la región alveolar son los macrófagos. Específicamente 

para el estudio in vitro  de este tipo de células, la línea celular THP-1 es ampliamente 

utilizada; las células THP-1 provienen de leucemia monocítica, presentan 

características de monocitos  y pueden ser diferenciadas a macrófagos, por lo que 

son usadas en estudios para evaluar funciones, mecanismos y vías de señalización 

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

Ambas líneas celulares (A549 y THP-1) ya han sido utilizadas previamente como 

modelo de co-cultivo con el propósito de  aproximarse a la constitución de la región 

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 evaluación 

in vitro de la respuesta inflamatoria de la región 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 específico su efecto sobre el perfil de interleucinas y la actividad de 

enzimas de la respuesta inflamatoria.  
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1.5 Justificación 

La marihuana es una droga recreacional ampliamente consumida, su legalidad varía 

en diferentes países. Se consume principalmente fumándola, lo que produce 

compuestos que son dañinos a la salud. Los compuestos cannabinoides son de 

interés pues afectan al sistema inmunológico; sin embargo, estos efectos no han 

sido descritos a profundidad. La información epidemiológica no es concluyente 

respecto a la toxicidad del HM sobre el tejido respiratorio y la modificación de la 

respuesta inflamatoria. Por lo que se opta por estudios in vitro, entre ellos cultivos 

de células de la región alveolar. A su vez los extractos de HM, son considerados 

una buena herramienta, pues contienen constituyentes de dicho humo que afectan 

a las células. 

Aún se desconocen muchos aspectos de la respuesta inflamatoria ocasionada en 

el tejido respiratorio por exposición 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 macrófagos derivados de THP-1. Para ello, se 

propone evaluar la secreción de interleucinas participantes en procesos 

inflamatorios y también enzimas que participan en los procesos de inflamación y 

resolución, teniendo así un acercamiento a la modificación del perfil inflamatorio en 

la región alveolar desde dos modelos descritos en la literatura. 

1.6 Hipótesis 

La exposición a un extracto de humo de marihuana alterará 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 modificación 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 macrófagos derivados de THP-1) 

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

• Evaluar la viabilidad de las células de ambos modelos de estudio 

(monocultivo de células A549; co-cultivo de células A549 y macrófagos 

derivados de THP-1), expuestos a un extracto de humo de marihuana. 

• Cuantificar las IL pro- (IL-1β, 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 

Se partió de dos modelos experimentales in vitro: un monocultivo de células A549 y 

un co-cultivo de células A549 y macrófagos derivados de THP-1. Ambos fueron 

expuestos por separado a concentraciones de EHM en un rango de 0.01 a 10 μg/ml 

por 24 h para evaluar su viabilidad. Además, 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 μg/ml de EHM por 24 h. 

Posteriormente se realizó el análisis estadístico de los datos obtenidos como 

resultados. A continuación, se explica a detalle las metodologías que fueron 

seguidas para llevar a cabo dicha estrategia experimental.  

2.2 Reactivos 

El cloruro de sodio (NaCl) (S7653), el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), el 

ácido 2 etilenglicol-bis-(aminoetileter)tetraacético (EGTA) (E4378), el d, l-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 dimetilsulfóxido 

(DMSO) (D4540), la D-(+)-glucosa (G8270), el 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB) 

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio experimental 
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y el peróxido de hidrógeno (H2O2) (H1009) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich™ 

(Toluca, Edo. de México, México) 

El fosfato dibásico de potasio anhidro (KH2PO4) (1.04873), el cloruro de potasio 

(KCl) (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 ácido 4-(2-

hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfónico (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 número de lote 

L147540 fue adquirido de R&D Systems™ (McKinley Place NE, Minneapolis, 

Estados Unidos de América).  

2.3 Cultivos celulares 

La línea celular A549 muestra propiedades metabólicas y de transporte consistentes 

con aquellos del epitelio alveolar tipo II in vivo. Esta línea celular es ampliamente 

empleada para estudios citotóxicos, estrés oxidante y respuesta proinflamatoria con 

diferentes estímulos 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 línea celular THP-1 presenta características que la asemejan a linfocitos 

primarios, además de la habilidad de diferenciarse a macrófagos, lo que la convierte 

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

2.3.1 Monocultivo A549 

Para la evaluación de la respuesta del monocultivo de células A549 se utilizó dicha 

línea celular que se mantuvo en expansión 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 húmedo, realizando pases o cambios de 
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medio cada 3 o 4 días. Para los pases de A549 se utilizó una solución 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 expansión. 

Para la exposición, se sembraron las células A549 a una densidad de 78,948 

células/cm2 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-macrófagos derivados de THP-1 

El co-cultivo de células A549 y macrófagos THP-1 ya se ha empleado anteriormente 

con el objetivo de predecir de mejor manera los efectos toxicológicos in vivo de 

distintos materiales a nivel alveolar, ya que el epitelio y macrófagos 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 líneas celulares planteadas, con condiciones 

de 37°C y 5% de CO2 en un ambiente húmedo. En el caso de línea THP-1 hay que 

adicionar D-(+)-glucosa y HEPES para alcanzar las concentraciones presentes en 

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

Las células fueron mantenidas en fase de expansión. La línea THP-1 en frascos T75 

y T25 con el medio anteriormente planteado, realizando pases o cambios de medio 

cada 3 o 4 días según la confluencia del cultivo. Las células A549 se mantuvieron 

como se describió anteriormente en el monocultivo. 

Para llevar a cabo el co-cultivo se siguió el procedimiento descrito por Arezki et al. 

(2021), con ligeras modificaciones; se sembraron células THP-1 a una densidad de 

39,474 células/cm2 y por 24 h se trataron con 5 ng/ml de PMA para su diferenciación 

a macrófagos, 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 estímulo proinflamatorio de PMA (Baxter et al., 2020; 

Park et al., 2007). Por su parte se sembraron células A549 por 24 h permitiendo que 
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alcancen confluencia. Al término de las 72 h de reposo de las células THP-1, se 

sembraron células A549 en densidad 78,948 células/cm2 sobre los macrófagos 

THP-1 y se incubaron durante 24 h para permitir que las células epiteliales formaran 

su 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 cuantificación de IL 

y actividad enzimática de arginasa y mieloperoxidasa se realizaron cultivos en 

placas de 6 pozos. Para todas las evaluaciones se ajustó el número de células a 

sembrar tomando en consideración la densidad planteada y el área 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 composición conocida, se preparó una solución de concentración 10 mg EHM / 

ml etanol al 100% y a partir de ésta se realizó una dilución 1:10 utilizando medio 

Ham’s F12 (suplementado FBS 1%/ antibióticos 1%) y DMSO 100%. De dicha 

dilución se obtuvo una solución de concentración 1 mg EHM / ml etanol 10%-DMSO 

10%-Ham’s F12.  

Partiendo de la última solución se prepararon las distintas diluciones de trabajo a 

las concentraciones finales de tratamiento: 0.01, 0.1, 1 y 10 μg EHM /ml con medio 

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

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

en la Tabla 4. 

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

Concentración 

EHM 

(μg/ml) 

0.01  0.1  1.0  10.0  

Concentración 

de THC 

(ng/ml) 

0.0113  0.113  1.13  11.3  
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Las concentraciones de EHM seleccionadas contienen concentraciones de THC 

que, comparadas con aquellas encontradas en fluidos biológicos de fumadores de 

marihuana (ver Tabla 1), son entre similares y aún menores; por lo tanto, las 

concentraciones de EHM utilizadas en este estudio son toxicológicamente 

relevantes.   

Para la evaluación de viabilidad MTT y tinción 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 μg/ml (Tabla 3); para los ensayos de 

cuantificación de IL y actividad enzimática de arginasa y mieloperoxidasa, se 

expusieron las células a una sola concentración de EHM 1.0 μg/ml durante 24 h 

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

La estimulación con LPS ha mostrado ser eficiente para la liberación de IL 

proinflamatorias en células A549, mientras en macrófagos derivados de THP-1 

permite su activación clásica, 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 μg/ml de LPS para caracterizar su respuesta 

y evaluar así la modificación en la secreción de IL. Dicha concentración ha mostrado 

ser suficiente para observar un efecto inflamatorio en el modelo de co-cultivo (Arezki 

et al., 2021). 

La caracterización de la respuesta inflamatoria del co-cultivo de células A549 y 

macrófagos derivados de THP-1 al estímulo conocido LPS, sirvió 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 mostró una respuesta congruente con 

la reportada en la literatura con la exposición a LPS.  

2.5 Ensayo de viabilidad por MTT 

2.5.1 Principio 

El ensayo de MTT consiste en una prueba colorimétrica de proliferación y 

supervivencia celular que se basa en la reducción 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 (formazán) de color azul por acción de la 

enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa de células viables a 37°C. Las 

células no viables o que están próximas a morir, presentan disfunción metabólica y 

no les es posible reducir el MTT. El aumento o disminución de los cristales de 

formazán en el cultivo están relacionados con la actividad mitocondrial de las células 

puestas a prueba, por lo que la cantidad de células viables se puede detectar 

cuantificando la concentración de formazán en el cultivo, a través de la medición de   

densidad óptica una vez solubilizados los cristales de formazán (Kamiloglu et al., 

2020).  

En la Figura se observa de manera esquemática la reducción de MTT catalizada por una reductasa 

mitocondrial y la coenzima NADH, Se forma Formazán 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 μg/ml, bajo las condiciones descritas anteriormente. Como 

control de muerte celular se utilizó H2O2 a una concentración 100 μM por el mismo 

tiempo de exposición que con EHM; 2 h antes de concluir la exposición se añadieron 

10 μl de MTT (5 mg/ml) al medio de cada pozo y al concluir el tiempo de exposición 

se retiró el medio y se agregaron 100 μl de DMSO para solubilizar los cristales de 

formazán formados, la placa se mantuvo en agitación por 20 min.  

Una vez solubilizados los cristales se realizó la lectura de absorbancia a 570 nm 

utilizando un lector de microplacas Tecan® M200 Infinite y se determinó el 

porcentaje de viabilidad tomando como 100% de viabilidad la absorbancia de 

células no tratadas con EHM (control). 

Figura 3. Reducción de MTT a formazán 
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2.6 Ensayo de viabilidad por CVS 

2.6.1 Principio 

La prueba de tinción de cristal violeta (CVS) es utilizada para la cuantificación de 

células vivas, se basa en la capacidad de adherencia de las células vivas, al teñir el 

cultivo con CVS sólo 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 disminución de la cantidad de CVS en el cultivo. El colorante es 

extraído de las células utilizando un disolvente, para su medición 

espectrofotométrica (Kamiloglu et al., 2020). 

En la Figura se muestra un diagrama de la metodología seguida para llevar a cabo el ensayo de 

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

2.6.2 Procedimiento 

Se precedió a realizar el sembrado de células y tratamiento como se describió 

anteriormente, una vez terminado el tratamiento de EHM o H2O2, se retiró el medio 

y lavó la placa con PBS y se eliminó el excedente, este paso se repitió 3 veces. 

Terminados los lavados se fijaron las células adicionando a los pozos 100 μl de 

paraformaldehído al 4%, durante 20 min en agitación. Posteriormente se retiró el 

paraformaldehído y se añadieron 50 μl de CVS a cada pozo y la placa se incubó a 

temperatura ambiente por 20 min en agitación, se removió el CVS no unido al lavar 

la placa 4 veces con PBS y se dejó secar al aire por completo (16-24 h). Una vez 

seco, se añadieron 200 μl de ácido acético a cada pozo y se incubó por 20 min a 

temperatura ambiente en agitación, finalmente se realizó la lectura de absorbancia 

Figura 4. Diagrama esquemático del ensayo de tinción de cristal violeta 
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a 570 nm con un lector de microplaca Tecan® M200 Infinite y se determinó el 

porcentaje de viabilidad tomando como 100% de viabilidad la absorbancia de 

células con vehículo. 

2.7 Cuantificación de interleucinas vía ensayo multiplex de inmunofluorescencia 

Luminex® 

2.7.1 Principio 

Anticuerpos específicos para los analitos de interés están recubriendo la superficie 

de micropartículas magnéticas con fluoróforos integrados en proporciones 

establecidas para la región única de cada micropartícula. Los anticuerpos 

inmovilizados se unen a los analitos de interés y después de lavar sustancias no 

unidas, se utiliza anticuerpos biotinilados específicos 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 micropartículas, un LED 

excita el colorante en cada micropartícula para identificar la región y el segundo LED 

excita la ficoeritrina para medir la cantidad de analito único a la micropartícula. La 

muestra de cada pozo es capturada con una cámara con dispositivo de carga 

acoplada que tiene un conjunto de filtros para diferenciar los niveles de excitación 

(R&D Systems, 2021). 

2.7.2 Procedimiento 

Para este ensayo se utilizó el kit Human Magentic Luminex® Assay Premixed 

Multiplex, el cual permite la cuantificación de las interleucinas IL-1β, IL-1ra, IL-4, IL-

6, IL-8 e IL-10.  

Al terminar el tiempo de exposición, se recolectó el medio sobrenadante de los 

cultivos y se centrifugó a 16,000 x g durante 4 min, después se realizó una dilución 

1:2 utilizando el diluyente calibrador proporcionado en el kit. Se prepararon todos 

los reactivos y estándares tal como se describe en la información del kit. Se 

añadieron 50 μl de muestra o estándar por pozo en microplaca de 96, por inmersión 

se suspendieron las micropartículas y enseguida se añadieron 50 μl de éstas a cada 
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pozo de la microplaca, fue cubierta con sellador de aluminio y se mantuvo en 

agitación suave (800 ± 50 rpm) por toda la noche en refrigeración. Terminando la 

incubación se utilizó un dispositivo magnético para realizar al menos 3 lavados de 

los pozos utilizando buffer de lavado proporcionado en el kit. Después, se añadieron 

50 μl de anticuerpos biotinilados (proporcionados en el kit) a cada pozo y se incubó 

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

Una vez pasado el tiempo de incubación, se añadieron 50 μl del complejo 

estreptavidina-ficoeritrina a los pozos y se incubó por 30 min en las condiciones 

anteriores, se realizaron lavados y finalmente se resuspendieron las micropartículas 

usando 100 μl de buffer de lavado y agitando por 2 min. La placa se leyó dentro de 

los primeros 90 min de finalizado el procedimiento utilizando un analizador Luminex® 

MAGPIX®. En las especificaciones de lectura se seleccionó la región de cada 

micropartícula según lo especifica el kit, 50 cuentas por región, información sobre 

cada muestra y el tipo de dilución que se efectuó se colectó la mediana de la 

intensidad de fluorescencia.  

A partir de la información el equipo cuantificó las interleucinas blanco utilizando una 

curva logística de 5 parámetros.  

2.8 Ensayo de actividad enzimática de arginasa 

2.8.1 Principio 

La enzima arginasa cataliza la conversión de L-arginina a L-ornitina y urea, por lo 

que el ensayo se basa en la determinación de la tasa de formación de urea a partir 

de L-arginina. Para esto se prepara una curva estándar de concentraciones 

crecientes de urea, que sirve para interpolar los valores obtenidos de la reacción 

enzimática. 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).  

En la Figura se muestra la hidrólisis de L-arginina catalizada por la enzima arginasa en presencia de 

agua, formando L-ornitina y urea. Se muestra también la ecuación propuesta de la reacción 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 μl de la solución amortiguadora de 

fraccionamiento subcelular (composición 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 centrifugó el pellet nuclear a 720 Xg por 5 min a 4°C. En el 

sobrenadante se encuentra la fracción citosólica, mitocondrias y membranas 

celulares, éste fue recolectado para evaluar la actividad enzimática. Este método de 

fraccionamiento subcelular fue reportado por Patten, (2018). 

Se realizó una cuantificación de la cantidad proteica en cada sobrenadante por el 

método de Lowry. El procedimiento de ensayo de actividad de arginasa fue seguido 

como está planteado en Corraliza et al., 1994 y adaptado a microplaca. Las 

muestras citosólicas fueron diluidas en una relación 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 tomó 50 μl de cada uno y se colocó uno a uno en pocillos de microplaca, a 

cada pozo se le adicionaron 50 μl de L-arginina 0.5M pH 9.7. La placa se incubó 

durante 1 h a 37°C, al finalizar la incubación se preparó una curva estándar de urea 

en los pocillos de la placa. Las concentraciones de urea fueron desde 0 hasta 0.15 

μg/μl.  

Figura 5. Reacción catalizada por arginasa y formación de complejo colorido 
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A cada pozo se añadieron 140 μl de una mezcla de ácidos (H2SO4, H3PO4 y H2O 

1:3:7 v/v) para detener la reacción enzimática y 10 μl de ISPF (al 9% en etanol 

absoluto). La microplaca se calentó por 45 min a 100°C y se dejó enfriar por 10 min 

protegida de la luz. Al finalizar el tiempo de enfriamiento se realizó la lectura de 

absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas Tecan® Infinite M200. Para 

calcular la concentración de urea en las muestras se construyó la curva estándar a 

partir de las lecturas de absorbancia de las diluciones del estándar de urea y se 

obtuvo la ecuación de la recta mediante regresión lineal. 

A partir de la ecuación se interpolaron los valores de absorbancia de cada muestra 

para conocer la concentración de urea. Al final este resultado fue ajustado utilizando 

el valor de concentración de proteína 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 enzimática de mieloperoxidasa 

2.9.1 Principio 

La mieloperoxidasa actúa como catalizador en la producción de ácido hipocloroso 

(HClO), a partir de iones cloruro (Cl-) y peróxido de hidrógeno (H2O2). El ensayo 

utiliza TMB como un sustrato cromogénico. La MPO cataliza la oxidación de TMB 

con la presencia de H2O2. Así 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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En la Figura se muestra la oxidación de TMB catalizada por la MPO, donde el TMB pierde 2 H lo que 

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

(2016) 

2.9.2 Procedimiento 

Se siguió el cultivo, exposición y lisado de células de co-cultivo como se explica en 

el procedimiento de arginasa. El método utilizado es una modificación de Suzuki et 

al., (1983). A partir de la fracción citosólica recuperada se tomaron 10 μl de cada 

muestra o agua destilada y se pusieron en pozos de una microplaca. A cada pozo 

se agregó 90 μl de una mezcla compuesto de 84 μl de H2O2 0.3 mM, 210 μl de TMB 

1.6 mM y 1706 μl de PBS 0.1 M pH: 5.4. Una vez agregada la mezcla, se protegió 

la placa de la luz y se agitó 20 s, 3 veces. Después se incubó a 37°C por 3 min 

protegida de la luz. 

Terminado el tiempo de incubación se leyó 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 restó la absorbancia del blanco. La actividad de 

mieloperoxidasa se expresó de la siguiente manera: 

(𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)(200)

3
= 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 

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

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

2.10 Análisis estadístico 

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

tener una distribución normal. Para el análisis estadístico de los resultados de 

Figura 6. Oxidación de TMB por mieloperoxidasa 
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viabilidad se utilizó la prueba ANOVA de una vía y una prueba post test de Dunnet 

que permite comparar múltiples grupos con el control y establecer cuales presentan 

diferencias estadísticamente significativas.  

Para establecer una diferencia significativa entre dos grupos (control y expuesto) en 

los resultados de secreción de interleucinas medidas por el ensayo Luminex® se 

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

Por su parte en la comparación de múltiples grupos (monocultivos control y 

expuesto vs co-cultivos control y expuesto) se utilizó una prueba ANOVA de una vía 

y una prueba post test de Bonferroni que permite establecer diferencias 

significativas por la comparación de pares de grupos seleccionados para su 

comparación. 

Para el análisis de resultados de la actividad enzimática de arginasa y 

mieloperoxidasa, se utilizó 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 evaluó si la exposición a EHM tiene la capacidad de afectar 

la viabilidad del monocultivo. 

Se presenta gráfica de datos expresados como media ± EEM; triplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico de cada gráfica mediante ANOVA de una vía [MTT, F (5,48) = 

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

***p<0.001. 

En la figura 7 se presentan los resultados de la evaluación de la viabilidad celular 

del monocultivo después de la exposición a EHM por 24 h. Se observó que con la 

técnica MTT no se observa ninguna modificación en la viabilidad con ninguna de las 

concentraciones de EHM utilizadas y el control de muerte (H2O2 100 μM) si logró 

afectar la viabilidad celular del monocultivo de manera significativa. Por otro lado, 

los resultados de la técnica CVS mostraron que la exposición a las concentraciones 

0.1, 1 y 10 μg/ml de EHM disminuyó significativamente la viabilidad celular, al igual 

que el control de muerte utilizado. Los resultados respecto a los efectos sobre 

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

Figura 7. Viabilidad celular de monocultivo expuesto a diferentes concentraciones de EHM 

por 24 h, ensayos MTT y CVS. 
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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 secreción de las IL proinflamatorias.  

La exposición a EHM de monocultivos de A549 no modifica la secreción de IL-1β, 

mientras que sí incrementa significativamente la secreción de IL-6 después de una 

exposición de 24 h, comparado con los niveles basales de secreción.  

Se presentan gráficas de datos expresados como media ± EEM de duplicados de tres experimentos 

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Análisis estadístico 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 exposición a EHM no modifica los 

niveles de IL-1ra e IL-10 secretados en el monocultivo. Por otro lado, la secreción 

de IL-4 tiene un ligero incremento significativo en su secreción en el monocultivo 

expuesto a EHM por 24 h.  

Figura 8. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas en el medio del monocultivo 

expuesto a EHM (1 μg/ml) por 24 h. 
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3.2 Respuesta de co-cultivo a EHM 

Posteriormente se realizó la exposición del co-cultivo a EHM para evaluar su 

respuesta celular. 

3.2.1 Viabilidad 

Se presentan gráficas de datos expresados como media ± EEM; triplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de una vía [MTT, F (5,65) = 17.97; P = 

<0.0001; CVS, F (5,48) = 29.95; P= <0.0001] y análisis post test de Dunnett; ***p<0.001. 

En la Figura 9 se presentan las viabilidades por dos métodos, se observó que 

ninguna de las concentraciones de EHM utilizadas afectó la viabilidad del co-cultivo. 

Por otra parte, bajo las mismas condiciones, un insulto con H2O2 si fue capaz de 

causar una disminución 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 exposición a EHM en el co-cultivo, obteniendo los 

siguientes resultados. 

Figura 9. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a diferentes concentraciones de EHM por 

24 h, ensayos MTT y CVS. 



36 
 

Se presentan gráficas de datos expresados como media ± EEM de duplicados de tres experimentos 

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Análisis estadístico de cada 

interleucina mediante prueba t de Student no pareada de una cola; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

El EHM modificó la secreción de las IL después de 24 h de exposición; en la Figura 

10 panel A se presenta cómo fue alterada la secreción de IL proinflamatorias en el 

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

exposición a EHM. Por otra parte, la IL-1β no se modificó. 

En el panel B de la Figura 10 se observa que la exposición al EHM aumentó la 

secreción de IL-1ra y de IL-10. Mientras que la secreción de IL-4 se mantuvo sin 

modificación. 

Figura 10. Interleucinas pro- y antinflamatorias secretadas al medio del co-cultivo expuesto a 

EHM (1 μg/ml) por 24 h. 
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3.3 Comparación 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 secreción 

observado en ambos modelos después de la exposición a EHM por 24 h, se 

compararon las IL que modificaron su secreción tras la exposición a EHM. 

 

Se presenta gráfica con datos expresados como media ± EEM; duplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de una vía [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 secreción de IL-6 en el medio del 

monocultivo A549 y co-cultivo A549-macrófagos derivados de THP-1 después de la 

exposición a EHM 1 μg/ml por 24 h. 

Después, la comparar los niveles de IL-6 secretada en ambos modelos, se observa 

que el monocultivo tiene una mayor secreción de IL-6 que el co-cultivo cuando se 

exponen al mismo estímulo y esta diferencia es estadísticamente significativa.  

Los resultados de la secreción de IL-1ra en monocultivo y co-cultivo se comparan 

en la Figura 12; la secreción basal de IL-1ra en el monocultivo se encuentra por 

debajo de la secreción cuantificada en el co-cultivo, esta diferencia es 

Figura 11. Comparación de secreción de IL-6 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) expuestos 

a EHM (1 µg/ml) por 24 h. 
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estadísticamente significativa y nos indica que incluso sin estimulaciones externas 

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

Cuando el monocultivo es expuesto a EHM por 24 h, la secreción 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 secreción de esta IL. Al comparar la secreción de IL-1ra en 

ambos modelos expuestos se encontró que es significativamente mayor en el co-

cultivo. 

Se presenta gráfica con datos expresados como media ± EEM; duplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de una vía [F (3,20) = 82.50; P= <0.0001] y 

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

En la Figura 14 puede observarse la comparación de los niveles de secreción de IL-

4 en ambos modelos; se observa que entre los niveles basales de secreción de 

ambos modelos no hay diferencias y después de la exposición a EHM tampoco. 

Únicamente se manifiesta una diferencia en la secreción del monocultivo tras la 

exposición a EHM, previamente observada. 

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

expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h. 



39 
 

Se presenta gráfica con datos expresados como media ± EEM; duplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de una vía [F (3,24) = 3.721; P= 0.0250] y 

prueba post test de Bonferroni; *p<0.05. 

Se presenta gráfica con datos expresados como media ± EEM; duplicados de tres experimentos 

independientes. Análisis estadístico mediante ANOVA de una vía [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 secreción de IL-10 

en el monocultivo y co-cultivo expuestos a EHM por 24 h. La secreción basal de IL-

10 en el monocultivo es similar a la que se determinó en el co-cultivo. Cuando el 

monocultivo es expuesto a EHM se observa que no hay modificación en su 

Figura 14. Comparación de secreción de IL-4 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) expuestos 

a EHM (1 µg/ml) por 24 h. 

Figura 13. Comparación de secreción de IL-10 en monocultivo (MC) y co-cultivo (CC) 

expuestos a EHM (1 µg/ml) por 24 h. 
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secreción de IL-10, caso contrario del co-cultivo donde si vemos un incremento 

significativo en su secreción después de la exposición. El EHM aumenta la 

secreción 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 evaluó el efecto de las enzimas de la respuesta inflamatoria provocada por la 

exposición aguda a EHM en los modelos ensayados y se comparó con los 

resultados de los niveles de IL descrito anteriormente. 

3.4.1 Arginasa 

Se presentan gráfica con datos normalizados respecto al control expresados como media ± EEM; 

duplicados de tres experimentos independientes. Análisis estadístico mediante prueba t de Student 

no pareada de una cola; sin diferencias estadísticamente significativas. 

La exposición del monocultivo a EHM (1 µg/ml) por 24 h no modificó 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 exposición sí incrementó 

significativamente la actividad de arginasa en el co-cultivo. 

 

 

 

Figura 15. Actividad de arginasa en mono- y co-cultivo expuestos a EHM (1 μg/ml) por 24 h. 
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3.4.2 Mieloperoxidasa 

Además de arginasa se analizó 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 sólo 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 exposición a EHM (1 µg/ml) por 24 h, se observa que la 

exposición disminuyó la actividad de esta enzima de manera estadísticamente 

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

externas). 

Se presenta gráfica con datos normalizados respecto al control expresados como media ± EEM; 

duplicados de tres experimentos independientes. Análisis estadístico mediante prueba t de Student 

no pareada de una cola; *p<0.05  

Figura 16. Actividad de la mieloperoxidasa en el co-cultivo expuesto a EHM (1 μg/ml) por 24 h 
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4. DISCUSIÓN 

4.1 Modificación de la viabilidad en los modelos expuestos a EHM 

La viabilidad de células A549 en monocultivo se evaluó 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 disminución estadísticamente significativa de la viabilidad de hasta 

10%, comparada con su control. Estos datos concuerdan con lo descrito en la 

literatura ya que la activación de CB1 y CB2 mediante el uso de agonistas en células 

A549 tiene efectos citotóxicos observados como baja en la viabilidad, disminución 

en su proliferación 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 disminución en la viabilidad, como se observó en el monocultivo.  

Los resultados de viabilidad difirieron entre MTT y CVS ya que las técnicas están 

basadas en diferentes principios. Estas diferencias son esperadas, pues la técnica 

MTT estima la viabilidad celular a partir de una determinación de la capacidad de 

reducir MTT por la succinato deshidrogenasa mitocondrial (Kamiloglu et al., 2020); 

sin embargo, en la literatura se reporta que esta reducción no sólo sucede por la 

actividad enzimática 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 análisis por citometría de flujo 

(Stepanenko & Dmitrenko, 2015).  

Se ha observado que extractos de plantas pueden tener actividad reductora 

intrínseca y de esta manera contribuir a la reducción de MTT, afectando la 

estimación de la viabilidad (Bruggisser et al., 2002; Stepanenko & Dmitrenko, 

2015).El EHM es, finalmente, un extracto de planta y según el análisis de su 

composición (Tabla 3) en éste se encuentran los fitocannabinoides THC y CBG, 

además del sesquiterpeno guaiol, todos ellos con propiedades antioxidantes (Di 



43 
 

Giacomo et al., 2020; Russo & Marcu, 2017). Es posible que la presencia de estos 

compuestos en el medio de cultivo incrementó la reducción de MTT, ocasionando 

una sobrestimación 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 macrófagos derivados de THP-1 en co-cultivo 

también fue evaluada usando las técnicas MTT y CVS, en los resultados no se 

observa ninguna modificación de la viabilidad con ninguna concentración. 

Comparando estos resultados con los del monocultivo se puede inferir una función 

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

Un efecto protector se observa también al evaluar la respuesta a H2O2, ya que 

disminuyó más la viabilidad en el monocultivo (80%, aproximadamente), comparado 

con la del co-cultivo (50%, aproximadamente). Esta diferencia sugiere que los 

macrófagos derivados de THP-1 disminuyeron la acción citotóxica del H2O2 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 estímulos, estos son comparables 

con nuestro estudio. Jantzen et al., (2012) y Kasurinen et al., (2018) demostraron 

que la presencia de macrófagos derivados de THP-1 protege a las células A549 en 

co-cultivos expuestos a partículas de diesel y de combustión de madera, contra la 

generación de especies reactivas de oxígeno y el daño causado por oxidación, 

además de evitar una disminución en su proliferación. 

Por su parte, Holownia et al., (2015) mostraron que en la exposición 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 proliferación de estas células. 

El mecanismo de protección de las células THP-1 en los modelos sigue siendo 

motivo de estudio, aunque algunos autores refieren que los macrófagos 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 toxicológica. Estos 

resultados difirieron de los de otros autores que señalan que el modelo de co-cultivo 

de células A549 y macrófagos derivados de THP-1 tiene una elevada sensibilidad a 

diferentes estímulos como bacterias, nanopartículas y material particulado < 2.5 μm, 

comparado con monocultivos de A549 (Arezki et al., 2021; Loret et al., 2016; Wang 

et al., 2020). Sin embargo, en dichos estudios, los macrófagos derivados de THP-1 

son expuestos sin un tiempo de reposo después de llevar a cabo el proceso de 

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

Este tipo de metodologías podrían generar un sesgo en la respuesta de estas 

células ya que se ha descrito que al realizar la diferenciación con altas 

concentraciones de PMA o sin tiempo de reposo, mantienen una elevada expresión 

de genes relacionados con la inflamación por al menos 48 h, por lo que producen 

una respuesta inflamatoria exacerbada a estímulos inflamatorios débiles y es menos 

probable que respondan a estímulos antiinflamatorios débiles (Baxter et al., 2020; 

Park et al., 2007).  

La diferencia en el método de diferenciación de los monocitos pudo propiciar que 

los autores anteriormente mencionados obtuvieran un modelo con elevada 

sensibilidad a los estímulos que probaron, mientras que en nuestro estudio al utilizar 

el método de diferenciación estandarizado (descrito en la sección 2.3.2) se previó 

una respuesta exacerbada.   

4.2 Modificación de la secreción de IL en los modelos expuestos a EHM 

Los resultados muestran que la exposición de las células A549 en monocultivo a 

EHM incrementó la secreción de IL-6 e IL-4 (63 y 7%, respectivamente); por su 

parte, en el co-cultivo expuesto a EHM se observó una elevación de la secreción de 

IL-6, IL-1ra e IL-10 (46, 26 y 28% respectivamente), sin modificación en la secreción 

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 macrófagos 

derivados de THP-1 modifica cualitativamente la respuesta inflamatoria. Es 

conveniente analizar si las células en el co-cultivo tienen algún tipo de comunicación 

que al final lleve a modificar el perfil de IL secretadas, ya que la comunicación entre 

estas células ha sido descrita por otros autores (Ardain et al., 2020; Beckmann et 

al., 2020; Bissonnette et al., 2020).  

Con base en una búsqueda bibliográfica, no se han utilizado los modelos utilizados 

en el presente trabajo para la evaluación de la respuesta inflamatoria en respuesta 

a la exposición a un extracto o al HM. Sin embargo, el modelo de co-cultivo de 

células A549 y macrófagos derivados de THP-1 ha sido usado en otros estudios 

para evaluar la respuesta inflamatoria de nanopartículas, 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 más diversa en el co-

cultivo que en el monocultivo ya que se involucran más moduladores inflamatorios 

que los determinados en un monocultivo, esto debido a la presencia de células de 

la respuesta inmune (macrófagos derivados de THP-1) que los aportan (Jantzen et 

al., 2012).  Además, la presencia de los macrófagos en la región 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 comunicación bilateral entre células epiteliales y 

macrófagos para mantener dicha homeostasis (Ardain et al., 2020; Bissonnette et 

al., 2020).  

En estado basal o sin estímulos, el microambiente alveolar está regulado por las 

células presentes en él para evitar una activación inflamatoria innecesaria, sin 

suprimir la capacidad de responder un estímulo dañino. Sin embargo, la respuesta 

inflamatoria a cualquier estímulo debe ser lo menos exacerbada posible, pues es 

vital mantener esta región no inflamada para que pueda continuar con sus funciones 

(Ardain et al., 2020; Bissonnette et al., 2020). 
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Así pues, la respuesta inflamatoria observada en el monocultivo de células A549 

podría ser la observada en individuos con deficiencias inmunológicas por falta o 

disfunción de macrófagos. Por ejemplo se ha observado que la exposición al humo 

de cigarro puede ocasionar una depleción de macrófagos alveolares (Fleischmann 

et al., 2023); además, el alcoholismo puede ocasionar deficiencia inmune en la 

región alveolar por causar disfunción de macrófagos (Mehta et al., 2013). 

En la comparación de los perfiles de secreción de IL entre los modelos estudiados, 

se observó que el co-cultivo secretó más IL antinflamatorias (IL-1ra e IL-10) que el 

monocultivo (11- y 7-veces más, respectivamente) al exponerse a EHM y en 

particular se observó una secreción basal de IL-1ra más elevada en el co-cultivo, ya 

que 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 señala que los 

monocitos y macrófagos son una fuente importante de IL-1ra y en específico las 

células THP-1 elevan su secreción tras la estimulación con PMA (K. Hu et al., 2013; 

C. A. Meier et al., 2002). Tomando esto consideración, la estimulación con PMA 

pudo originar los niveles basales elevados de IL-1ra que observamos en el co-

cultivo.  

La elevación de IL-1ra en el co-cultivo expuesto a EHM puede explicarse ya que la 

estimulación con PMA también ocasiona una mayor expresión del receptor gamma 

activado por proliferador de peroxisomas (PPARγ) en las células THP-1 (K. Hu et 

al., 2013; C. A. Meier et al., 2002). Dentro de las moléculas identificadas como 

agonistas de PPARγ se encuentran varios fitocannabinoides: THC, CBD y CBG 

(Nachnani et al., 2021; Sunda & Arowolo, 2020). La activación de PPARγ con 

fitocannabinoides genera una respuesta antiinflamatoria, incluida una mayor 

secreción de IL-1ra (K. Hu et al., 2013; C. A. Meier et al., 2002; Rodríguez Mesa et 

al., 2021; Sunda & Arowolo, 2020).  

Por lo anterior, es razonable suponer que la elevación en la secreción de IL-1ra en 

el co-cultivo expuesto a EHM se debe a la señalización de PPARγ por los 
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fitocannabinoides agonistas (THC y CBG) presentes en el EHM; sin embargo, esta 

hipótesis requiere corroboración experimental.  

La elevación de IL-10 en el co-cultivo expuesto a EHM puede deberse a una 

señalización de los receptores CB1 por los fitocannabinoides presentes en el EHM, 

ya que estos receptores modulan la inflamación (Russo & Marcu, 2017). Y se ha 

observado en ratones que la señalización con THC de CB1 en células monocíticas 

eleva la secreción de IL-10 en estas células (Joffre et al., 2020).  

En un estudio donde se realizó una exposición similar a la realizada en el presente, 

Anil et al., (2021) reportaron que la exposición a un extracto metanólico de Cannabis 

sativa originaba una respuesta antinflamatoria en células A549 y una proinflamatoria 

en macrófagos derivados de KG-1 (células humanas derivadas de leucemia 

mielógena aguda, fenotipo mieloblástico). La diferencia entre los resultados de este 

trabajo y el nuestro puede explicarse por la diferente composición química de los 

extractos utilizados (en su estudio reportan que se compone casi en totalidad de 

CBD y 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 

macrófagos, ya que en la literatura se describe que las células KG-1 no son tan 

adecuadas para evaluar la respuesta de macrófagos (Auwerx, 1991; Skopek et al., 

2023).  

4.3 Modificación de la actividad de enzimas de respuesta inflamatoria en los 

modelos expuestos a EHM 

La exposición a EHM no modificó la actividad de arginasa en el monocultivo, 

respecto a su actividad basal, aun cuando sí se modifica la secreción de dos IL en 

este modelo. Ha sido descrito que en las células A549, esta actividad enzimática no 

se modifica con estimulaciones proinflamatorias como el uso de citocinas TNFα, IL-

1β e IFNγ. 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 estimulación proinflamatoria. 
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La actividad enzimática 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 disminución significativa del 15.3% de la actividad de mieloperoxidasa, 

comparado con su actividad basal. Esto coincide con el perfil antinflamatorio 

observado en la secreción de IL en este mismo modelo expuesto a EHM.  

El aumento en expresión y actividad de arginasa es debido a la señalización de 

mediadores antiinflamatorios, la IL-10 constituye uno de los mediadores que activa 

a esta enzima (Rodriguez et al., 2017). Por otro lado la inducción de la actividad y 

expresión de mieloperoxidasa es contrarrestada por la señalización 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 modificación de la respuesta en la actividad 

enzimática analizada es producto de la señalización de las IL con secreción 

aumentada tras la exposición 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 representaría una actividad pro-fibrótica aumentada que no es favorable 

(Jiang & George, 2011; Rodriguez et al., 2017). La fibrosis pulmonar tiene un origen 

en la región alveolar y es causante de diferentes afecciones pulmonares crónicas 

cuyo resultado es la falla respiratoria (Meyer, 2017; Parimon et al., 2020). Además, 

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

Por otro lado, la diminución en la actividad de enzimas de defensa inflamatoria como 

la mieloperoxidasa in vivo puede resultar en una elevada susceptibilidad a padecer 

infecciones oportunistas, elevado daño pulmonar por dichas infecciones y una mala 

regulación de la inflamación generando una respuesta exacerbada y sin control 

(Aratani et al., 2002, 2006; Kremserova et al., 2016). 

En diferentes estudios se ha demostrado que la morfología, capacidad bactericida  

y otras funciones efectoras de macrófagos alveolares se ven disminuidas con la 

exposición al HM de manera crónica (Cabral et al., 1991; Roth et al., 2004); estos 

efectos corresponden a una reacción antinflamatoria o supresión inmune de los 

macrófagos como la que se observó en nuestro estudio. 
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Con esta información 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 región alveolar tras una exposición crónica a HM, los individuos 

enfrentarían afecciones relacionadas con la inmunosupresión y remodelación tisular 

a nivel pulmonar.  

Sin embargo, hay que tener en consideración que las exposiciones del mono- y  co-

cultivo fueron únicas y no representan de ninguna manera una exposición crónica a 

la que habitualmente están expuestos los consumidores de marihuana de uso no 

médico (United Nations, 2021). Además, la composición del EHM utilizado, difiere 

de la composición química y física del humo de marihuana (Graves et al., 2020).  

Los efectos del EHM causados sobre el co-cultivo son una aproximación a los 

eventos que se suceden in vivo tras el consumo de marihuana por inhalación, pero 

no representan en su totalidad las afecciones causadas en la región alveolar por 

este consumo. Se desconoce si la exposición repetida a este EHM sobre el co-

cultivo puede cambiar la respuesta inflamatoria o si es mantenida, esto es trabajo 

para una futura investigación.   
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5. CONCLUSIONES 

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

y macrófagos derivados de THP-1 respondieron de manera diferente a la exposición 

a 0.01-10 μg/ml de EHM por 24 h.  

• La exposición a EHM por 24 h fue citotóxica para el monocultivo desde 0.1 

μg/ml, pero no fue citotóxica para el co-cultivo a ninguna concentración 

evaluada. La exposición a H2O2 100 μM fue más citotóxica para las células 

A549 en monocultivo, comparada con el co-cultivo de células A549 y 

macrófagos derivados de THP-1. 

• Los niveles de IL en el medio fueron diferentes en el monocultivo y el co-

cultivo expuestos a 1 μg/ml de EHM por 24 h. El perfil de IL mostrado por el 

monocultivo parece ser proinflamatorio, como lo muestra la elevación de la 

IL-6, mientras que el perfil en el co-cultivo parece ser antinflamatorio pues 

aumenta la secreción de IL-1ra e IL-10.  

• La actividad enzimática de arginasa en el monocultivo de células A549 

expuesto a 1 μg/ml de EHM por 24 h corresponde a una estimulación 

proinflamatoria, por su parte la actividad de arginasa y mieloperoxidasa en el 

co-cultivo de células A549 y macrófagos derivados de THP-1 bajo la misma 

exposición corresponden a una estimulación antinflamatoria y concuerda con 

los niveles de IL antiinflamatorias secretadas por este modelo.  

• Teniendo en consideración los resultados obtenidos se sugiere que la 

presencia a de los macrófagos 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 participación de los receptores PPARγ y CB1 en el 

mecanismo del posible efecto protector de los macrófagos derivados de THP-1. Así 

como la participación 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 está 

mediado por los fitocannabinoides presentes en éste. De la misma forma evaluar la 

participación de otros receptores que pueden ser activados por cannabinoides 

(como TRPV1, GPR55 y GPR119) en la respuesta inflamatoria de ambas líneas 

celulares, puede completar la información ya reportada en la literatura sobre estos 

y si es que participan de alguna forma en la respuesta observada con la exposición 

a EHM.  

A su vez es de importancia investigar la posible comunicación entre los dos tipos 

celulares presentes en el co-cultivo y si el perfil de IL depende de dicha 

comunicación. La secreción de mediadores solubles o liberados al medio (citocinas 

y vesículas extracelulares) puede evaluarse utilizando cajas de cultivo con insertos 

que evitan el contacto físico entre células, pero permiten que compartan medio. O 

exponiendo a las células A549 al medio de cultivo de los macrófagos derivados de 

THP-1 expuestos al EHM y viceversa.  

La evaluación de comunicación por contacto físico mediante uniones gap podría 

realizarse mediante inmunocitoquímica con agentes fluorescentes o con 

microscopía electrónica para evidenciar la presencia de uniones gap intercelulares 

entre ambos tipos celulares. 

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

para determinar la evolución de los efectos encontrados con una exposición aguda. 

Se sugiere que evaluar la actividad de las NOS y los niveles de citocinas (IL-13, 

TGFβ), así como la cuantificación de IL-8, ayudaría complementar la información 

que ya se obtuvo sobre la respuesta pro- y antiinflamatoria en ambos modelos 

evaluados.  
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Se fortalecería la información encontrada en este estudio si se evalúa la respuesta 

del modelo de co-cultivo a la exposición al humo de marihuana en su estado natural 

y no como extracto líquido, con la finalidad de evidenciar diferencias en la respuesta 

de los modelos.  

Los resultados de esos estudios futuros se integrarían a los obtenidos en este 

estudio obteniendo así un panorama más consolidado de la participación de cada 

estirpe celular, así como en conjunto durante la exposición al HM, lo que 

complementará a los estudios epidemiológicos con los que se cuenta actualmente. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Obtención y análisis del Extracto de Humo de Marihuana 

En el laboratorio 6 (Metabolismo de Xenobióticos) del Departamento de Toxicología 

(CINVESTAV) por el trabajo de la M. en C. Fanny Colchero y la M. en C. Elvira 

Gómez, se obtuvo un extracto de humo de marihuana (EHM) usando un equipo de 

combustión.  

Brevemente, se quemaron 100 cigarrillos elaborados en laboratorio a partir de las 

hojas secas de Cannabis sativa spp., de la combustión se consiguió un condensado 

en una matriz de fibra de vidrio con carbón activado. Se obtuvo un primer extracto 

del condensado de humo usando clorometano (CH2Cl2) y se llevó a sequedad con 

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

El procedimiento se realizó 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 cromatógrafo de gases (Perkin Elmer, Claurus 

680) acoplado a un espectrómetro de masas (Perkin Elmer, Claurus 600 T), en 

donde se determinaron los compuestos listados en la Tabla 5.  

Con base en este análisis se observa que el EHM obtenido tiene una mayor 

presencia de cannabinoides y una baja presencia de PAH. Además de su 

identificación cualitativa, se cuantificó la cantidad THC en el extracto obteniendo 86 

ng de THC/μl de EHM.  
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Tabla 5. Compuestos identificados en el EHM por el tiempo de retención en el 

cromatograma y porcentaje de concordancia en la biblioteca de la NIST 

Tiempo de retención 

(min)  

Compuesto % 

18.21 Naftaleno 96 

19.07 Nonacosano 96 

19.61 Bencilo 95 

19.86 Guaiol 99 

22.25 Fiteno 2 93 

25.51 Ácido metil hexadecanoico 93 

36.48 Cannabigerol 93 

37.39 Bencil butil ftalato 95 

38.52 Cannabicromeno 93 

38.83 9-THC 97 

38.96 8-THC 99 

39.36 Cannabinol 97 

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

Para caracterizar la respuesta del co-cultivo ante un estímulo de inflamación externo 

se utilizó un estímulo de LPS 0.01 μg/ml. Se evaluó la viabilidad y la secreción de 

IL con la finalidad de garantizar que el modelo responde a un estímulo inflamatorio 

y que dicha respuesta es medible.  

Viabilidad 

Se presentan las gráficas de con datos expresados como media ± EEM; triplicados de tres 

experimentos independientes. Análisis estadístico 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 exposición 

del co-cultivo a LPS, utilizando dos técnicas distintas (MTT y CVS). Ambos ensayos 

mostraron que la exposición a un estímulo inflamatorio externo, como LPS en 

concentración 0.01 μg/ml por 24 h, disminuye significativamente la viabilidad en un 

10%.  

Niveles de IL 

El mismo estímulo inflamatorio de LPS en concentración 0.01 μg/ml por 24 h 

modificó la secreción de IL en el modelo de co-cultivo. En la Figura 17 panel A se 

presenta la modificación en la secreción de las IL proinflamatorias analizadas, tanto 

la IL-1β, como la IL-6 muestran una tendencia de aumento después de la exposición 

Figura 17. Viabilidad celular del co-cultivo expuesto a LPS (0.01 µg/ml) por 24 h, ensayos MTT 

y CVS. 
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a LPS; sin embargo, sólo la IL-1β tuvo un aumento estadísticamente significativo 

después de dicho estímulo. 

Se presentan gráficas de datos expresados como media ± EEM de duplicados de tres experimentos 

independientes. A) IL proinflamatorias; B) IL antinflamatorias. Análisis estadístico 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 secreción después del estímulo con LPS. La IL-4 tuvo una 

disminución en su secreción estadísticamente significativa, mientras que la 

secreción de IL-1ra tuvo un incremento estadísticamente significativo. Por su parte 

la IL-10 se mantuvo sin modificaciones significativas en su secreción después del 

estímulo inflamatorio de LPS. 

Los resultados de control de respuesta a LPS (0.01 μg/ml) en el modelo de co-cultivo 

mostraron un perfil de IL inclinado a una respuesta proinflamatoria dada por el 

incremento significativo en la secreción de IL-1β (21%), el ligero incremento de IL-6 

(22%), así como la disminución significativa en secreción de IL-4 (-8.8%). Resultado 

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

a LPS (0.01 µg/ml) por 24 h. 
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proinflamatorio que concuerda con los obtenidos en modelos similares por otros 

autores (Arezki et al., 2021; Liu et al., 2018). 

Además de elevar la secreción de IL-1β, el LPS (0.01 μg/ml) incrementó la de IL-

1ra (25%). En diferentes estudios se ha observado que el LPS induce la expresión 

y secreción  de IL-1β y IL-1ra, por lo que está considerado como un inductor de la 

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

También se ha descrito que 2 h después de una inyección de LPS en humanos se 

produce una elevación plasmática de IL-1α e IL-1β y en horas subsecuentes se 

elevan los niveles de IL-1ra en plasma, los cuales son mayores que los de IL-1α e 

IL-1β, lo que muestra un proceso de protección contra una respuesta inflamatoria 

exacerbada (Granowitz et al., 1991). Esto puede explicar las concentraciones de IL-

1ra 2.9 veces mayores a las de IL-1β observadas en el co-cultivo después de la 

exposición a LPS.  

La IL-4 ocasiona la activación alternativa de macrófagos, también llamada 

polarización M2a, fenotipo antiinflamatorio y curativo (Abbas et al., 2018; Baxter et 

al., 2020). Por el lado contrario el LPS activa de manera clásica a los macrófagos 

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 macrófagos se disminuye la secreción de aquellas IL pertenecientes a 

otro fenotipo (Orecchioni et al., 2019). La reducción en la secreción de IL-4 

observada en el sobrenadante del co-cultivo después de la exposición a LPS puede 

explicarse por dicho fenómeno de polarización.  

La disminución de la viabilidad en el co-cultivo después de la exposición a LPS 

puede relacionarse también con un proceso de inflamación, ya que la respuesta 

inflamatoria causa daño en el tejido donde es iniciada (Abbas et al., 2018; Feehan 

& Gilroy, 2019). Además, una de las formas de secreción de IL-1β se produce 

cuando las células mueren por piroptosis. Esta muerte celular es dependiente de 

caspasa-1 al igual que la escisión necesaria para pasar de pro-IL-1β a IL-1β 

funcional (Lopez-Castejon & Brough, 2011) lo que también puede explicar la 

disminución 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 exposición a un agente 

inmunomodulador conocido como LPS. Además, tiene la capacidad de responder 

de manera específica a estímulos diferentes, pues se observa que los resultados de 

modificación de los niveles de IL secretados por la exposición a EHM es totalmente 

diferente al originado de la exposición a LPS. 
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Anexo 3. Solución amortiguadora de fraccionamiento subcelular 

Reactivos y su concentración final en la solución 

Sacarosa 250 mM 

HEPES 20 mM 

KCl 10 mM 

MgCl2 1.5 mM 

EDTA 1 mM 

EGTA 1mM 

DTT 1 mM 

SIGMAFAST™ Protease Inhibitor  

Preparación 

Para preparar 50 ml de la solución 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 

solución se añadió 1 ml de HEPES 1 M (pH 7.4), 75 μl de MgCl2 1 M, 100 μl de 

EDTA 0.5 M y 100 μl de EGTA 0.5 M. Se llevó al volumen final con agua destilada 

y se refrigeró. 

Al momento de usar la solución amortiguadora a cada 10 ml de la misma se le 

añadieron 10 μl de DTT 1 M y 10 μl del SIGMAFAST™ Protease Inhibitor 10X. Se 

mantuvo en hielo durante su uso.  

La solución es parte del protocolo de fraccionamiento subcelular descrito por Patten, 

(2018) para abcam®. 
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