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1. ABREVIATURAS

ADP: Adenosin Difosfato

ANT 1: Translocasa de Nucleétido de Adenina 1

ATCC: American Type Culture Collection (Colecciéon Americana de Tipos de Cultivo)
ATP: Adenosin Trifosfato

BAK: Gen codificador de proteinas

BAX: Proteina Proapoptotica de Mamiferos

BCL-2: Proteina Destructora del Antagonista Homologo

cm: centimetro

CO2: Dioxido de Carbono

CS: Humo de Cigarro

ECS: Extracto de Humo de Cigarro

DRP 1: Proteina Relacionada con la Dinamina 1

EHL: Extracto de Humo de Lefia

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno

ETC: Cadena de Transporte de Electrones

FADH2: Flavin Adenin Dinucleétido

FIS 1: Proteina de fision 1

g: gramos

GC/MS: Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

GTP: Guanosina Trifosfato




GTPasa: Trifosfatasas de Guanosina

HAP: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
IMM: Membrana Mitocondrial Interna

IMS: Espacio Intermembrana

mg: miligramo

mm: milimetro

MFF: Factor de Fision Mitocondrial

MFN 1: Mitofusina 1

MFN 2: Mitofusina 2

MEC: Matriz Extracelular

mL: mililitro

NADH: Nicotinamida Adenina Dinucledtida
nm: nanémetros

OMM: Membrana Mitocondrial Externa
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OPA 1: Atrofia Optica 1

PINK 1: Quinasa 1 inducida por PTEN

pH: Potencial de Hidrogeno

PM: Material Particulado

RPM: Revoluciones Por Minuto

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno




TCA: Ciclo del Acido Tricarboxilico

TIM: Translocasa de la Membrana Interna

TOM: Translocasa de la Membrana Externa

U: unidad

UCP: Proteina Des acopladora

VDAC 1: Canal Aniénico Dependiente de Voltaje 1

WB: Western Blot
B: Beta

Hg: microgramos
pum: micrometro

pl: microlitro

HUM: micro mol




2. INTRODUCCION

La exposicion al humo de biomasa representa la segunda causa de enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas (EPOC). El material de biomasa mas utilizado es
la madera, conocida también como lefia. Alrededor del 40% de la poblacion mundial
sigue utilizando combustibles sélidos, entre ellos la lefia, para cocinar o calentar sus
hogares. Diversos estudios han mostrado que la exposicion crénica al humo de lefia
es un factor de riesgo para el desarrollo de EPOC [33,57]. En algunas zonas del
mundo este factor puede ser mas importante que la exposicion al humo de cigarro.
Estudios previos han demostrado que la exposicién al humo de lefia en animales
como el cobayo, inducen disfuncion mitocondrial, evaluada por una disminucion en
parametros respiratorios y actividad de los complejos | y IV de la cadena de
transporte de electrones de mitocondrias aisladas de pulmones [26]. Ademas, se
ha reportado que el extracto de humo de lefia induce estrés oxidante, favoreciendo
la apoptosis de células epiteliales de pulmén humano [34]. A pesar de estos
hallazgos, hasta la fecha se desconoce si el extracto de humo de lefia induce
cambios estructurales y morfologicos en la red mitocondrial y si estos estan
asociados a cambios en los niveles de expresion de proteinas implicadas en
procesos como la biogénesis mitocondrial que favorecerian al incremento en los

niveles de estrés oxidante y apoptosis celular.

Uno de los enfoques experimentales que se pueden utilizar para abordar el efecto
del humo de lefia directamente sobre la fisiologia celular de los fibroblastos u otras

células pulmonares, es la exposicion in vitro a extractos de humo de lefia.

Ademas, estudios previos demostraron que la exposicion de cobayos a humo de
lefia a tiempos cortos induce en mitocondrias aisladas de pulmén un incremento en
la generacion de ERO vy disfuncion mitocondrial, la cual fue evaluada por
disminucién en el indice de control respiratorio y una disminucion en la actividad de

los complejos respiratorios | y IV de la cadena de transporte de electrones [19].

Evidencia reciente muestra que los cambios en el control de calidad mitocondrial

son factores criticos en muchas enfermedades pulmonares, incluyendo EPOC,




asma, hipertension pulmonar, dafio de pulmoén agudo, cancer de pulmén y en la
susceptibilidad a fibrosis pulmonar [20]. Actualmente, se sabe que las mitocondrias
forman una red interconectada que va cambiando su tamafio de manera rapida y
continta dependiendo de las demandas metabdlicas celulares. El control de calidad
mitocondrial modula el destino y la homeostasis celular. La disminucién del control
de la calidad da como resultado disfuncion mitocondrial, incremento de especies
reactivas de oxigeno (ERO), disminucion en la produccion de ATP y en algunas

ocasiones induce apoptosis via intrinseca [20].

A pesar de que diversos trabajos han demostrado que el EHL induce alteraciones
en la funcién mitocondrial, incremento en la produccién de ERO e incremento en la
apoptosis via intrinseca, aun se desconoce el efecto que induce directamente en la
red mitocondrial y principalmente sobre las proteinas que se encargan de regular la
biogénesis y dinamica mitocondrial. Por ello en el presente trabajo analizaremos si
el EHL induce cambios en la morfologia de la mitocondria y si estos cambios estan
asociados con la disminucién en los niveles de expresion de proteinas asociadas
con los procesos de biogénesis, fision y fusion mitocondrial, en fibroblastos de

pulmén humano.




3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedades pulmonares obstructivas créonicas EPOC.

La EPOC, es una afeccién pulmonar cuya principal caracteristica es la
disminucién progresiva del flujo de aire en los pulmones. A medida que la
enfermedad avanza, las dificultades en la respiracion se vuelven mas pronunciadas,
la tos més persistente y se asocia con la presencia de una respuesta inflamatoria
anormal en vias respiratorias por la exposicién a particulas nocivas y gases [4,18,38].
La progresion de la enfermedad se relaciona con la remodelacion, activacién y
degradacion de los diversos componentes de la matriz extracelular (MEC).
Desafortunadamente para los pacientes el diagnostico de EPOC se realiza en
etapas tardias, cuando ha avanzado la progresion de este padecimiento, debido a

gue las primeras etapas de la enfermedad suelen ser asintomaticas [5,7,18].

La EPOC es la cuarta causa de muerte a nivel mundial, mientras que la
prevalencia de EPOC en paises desarrollados cada vez aumenta en sujetos
mayores de 50 afios [24]. En paises Latinoamericanos, la EPOC es una enfermedad
sobresaliente por su morbi-mortalidad [64]. En México, datos del INEGI [23] ubican
a este padecimiento en quinto lugar, mientras que en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), se ubico en el cuarto lugar en la tabla de morbi-

mortalidad anual [24].

El humo del cigarro es el factor de riesgo mas frecuente para desencadenar
y desarrollar enfermedades pulmonares tanto agudas como cronicas. Sin embargo,
en la EPOC se reconoce la existencia de un porcentaje alto de pacientes con este

padecimiento que nunca han fumado [40,52].

3.2 EPOC y su relaciéon con el humo de lefia.

Los combustibles de biomasa provienen de materia organica, se utilizan
como fuente de energia, incluyen: madera, estiércol y carbén; y son considerados
de baja eficiencia por generar una mezcla de altos niveles de productos téxicos.

Existe evidencia creciente de que la exposicion al humo de combustibles de




biomasa, especialmente de lefia 0 madera, es también una causa relevante, aunque
poco estudiada de la EPOC, que afecta en gran medida a paises en vias de
desarrollo debido a su bajo costo y facilidad de acceso; es el material mas comun
tanto para cocinar como para uso de calefaccion [25,53,61]. Datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) sefalan que, a nivel mundial, alrededor de 3,000
millones de personas utilizan en sus hogares combustibles de biomasa [44]. En
México, cerca de 27 millones de personas utilizan combustibles de biomasa en sus
hogares y mueren prematuramente por enfermedades atribuibles a la
contaminacion del aire en hogares como consecuencia del uso de combustibles

sélidos para cocinar [49].

A la contaminacién de espacios cerrados, se le conoce como intramuros.
Afecta particularmente a mujeres y nifios, en quienes se ha visto una mayor
prevalencia de sintomas respiratorios de EPOC comparado con las personas que
no usan combustibles de biomasa; esto se debe al tiempo prolongado que pasan
dentro de sus hogares, asi mismo los combustibles de biomasa son usados con
frecuencia para cocinar o como calefaccion. Los decesos de pacientes no
fumadores diagnosticados con EPOC, en paises subdesarrollados son atribuibles
al humo de biomasa; se calcula que aproximadamente el 75% de estas muertes se

da en mujeres [14,61].

La quema de madera da lugar a contaminantes como, el mondéxido y diéxido
de carbono, el metano, compuestos organicos volétiles, 6xidos de nitrogeno,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), asi como material particulado (PM)
[10,41].

La exposicion al humo lefia se ha considerado como un factor de riesgo para
el desarrollo de enfermedades pulmonares. Particularmente, las mujeres son
afectadas, debido al uso diario de estas fuentes de combustible para cocinar.
Diversos estudios, han sefialado que, en el caso del humo de lefia, el riesgo para
desarrollar EPOC aumenta significativamente con el tiempo de exposicion [14,61].
Se conoce gue la combustion incompleta de los combustibles de biomasa, generan
una gran variedad de particulas y compuestos orgénicos, que se inhalan con




facilidad [27]. Se ha evaluado que estas particulas participan en la induccién y el

mantenimiento de un estado inflamatorio en las vias respiratorias [39].

3.3 Combustibles de Biomasa.

Los combustibles de biomasa estan definidos como aquellos materiales
renovables de origen animal o vegetal que son capaces de proporcionar energia,
estan presentes en un area especifica. La madera o lefia en forma silvestre, es el
principal combustible de biomasa a nivel mundial, se utiliza de manera no procesada
o como carbon. El estiércol de los animales y los residuos de las cosechas son
menos utilizados, sin embargo, tienen un uso alto en zonas donde la madera es
escasa [25]. Los combustibles de biomasa son extensamente utilizados para cocinar
y para la calefaccion de los hogares en paises subdesarrollados. En las dltimas
décadas, se ha estimado que de 1.5 a 2 millones de muertes en el mundo son
atribuibles a la contaminacién dentro de los hogares, siendo la combustién de

biomasa el principal factor [51].

La eficiencia de los combustibles esta relacionada a la cantidad de materia
requerida para generar un determinado nivel de calor. De esta manera, los
combustibles mas eficientes son aquellos que generan mayor calor y menor nivel
de contaminacion en el ambiente, pero tienden a ser mas caros; mientras que, los
combustibles de biomasa son considerados de baja eficiencia por generar altos
niveles de productos téxicos y baja capacidad para producir calor, éstos son

economicos y de facil acceso para la poblacion [25].
3.4 ¢Qué es el humo de lefia?

El humo de lefia es un aerosol producido por la pirélisis de la madera a
temperaturas elevadas y oxigeno reducido. El humo de lefia generado consta de
tres fases: compuestos en fase gaseosa, particulas de gotas liquidas y sélidos [60].
Este humo derivado de la combustion de biomasa procede principalmente de
incineracion doméstica e incendios forestales. Alrededor del 40% de la poblacion

mundial, especialmente en paises en via de desarrollo, utiliza combustibles solidos,

10




sea carbén o biomasa (lefia, residuos vegetales y estiércol), para cocinar o calentar

sus hogares, pero sobre todo como principal fuente de energia [8].

3.5 Composicion quimica del humo de lefia

La madera se compone de polimeros como la celulosa y lignina, que
dependiendo del tipo de madera la cantidad de éstos pueden variar [55]. También
estdn presentes pequefias cantidades de compuestos organicos de bajo peso
molecular: resinas, ceras, azlcares y sales inorganicas. Durante la combustion, se
produce la pirdlisis y los polimeros se rompen, produciendo una variedad de
moléculas mas pequefias. La combustion de biomasa es tipicamente ineficaz y una
multitud de productos quimicos organicos parcialmente oxidados se generan en el

humo de lefia [10,41].

AUln existe la creencia, principalmente en zonas rurales, de que la madera al
ser un elemento natural no genera dafios a la salud cuando se quema [41]. Sin
embargo, se sabe que el humo generado de la combustién de lefia contiene una
gran cantidad de sustancias quimicas, que incluyen: gases inorganicos (el
monoxido de carbono CO, dioxido de nitrégeno NO2), HAP, compuestos organicos
oxigenados aldehidos, fenoles o quinonas, radicales libres, material particulado;
todos estos toxicos para el aparato respiratorio [41]. Se estima que el humo emitido
de la quema de lefia contiene mas de 400 compuestos organicos e inorganicos,
ademas del material particulado (PM) que pueden variar en funcién del tipo de
madera, de las condiciones, dispositivos usados o fases de la combustion [10, 41].
Estudios epidemioldgicos y experimentales proporcionan evidencia creciente de la
importancia que tienen las caracteristicas fisicoquimicas en los efectos biolégicos
inducidos por particulas y algunos otros compuestos quimicos [9] ya que participan
en la induccion de un estado inflamatorio en las vias aéreas. Las principales
sustancias quimicas que se encuentran presentes en el humo de biomasa se
indican en la tabla 1, junto con algunas de sus principales caracteristicas y

afectaciones en la salud.

Hasta ahora se han identificado 40 acidos, 22 alcoholes, 131 carbonilos, 22

ésteres, 46 furanos, 16 lactonas y 75 fenoles. El origen de los compuestos son los
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polimeros de la lefia y la reaccién quimica inducida por el calor y productos

intermedios como gases y humedad. Por lo tanto, la composicion del humo variara

segun el tipo de madera utilizada para producir el humo, asi como la temperatura y

la humedad de la madera [60].

Table1. Classes and examples of compounds predominant in wood

smoke.
Class of compound Examples
Acids Acetic acid
Alcohols Methanol, ethanol, isopropanol, furfuryl

alcohol

Carbonyls (aldehydes) Acetaldehyde, isovaleraldehyde, crotonalde-

hyde, diacetyl
Carbonyls (ketones) Acetone, methyl vinyl ketone, acetol,

2-cyclopentnone, furfural, 5-methyl furfural,

cyclotene
Esters Methyl formate, methyl acetate
Furans Furan, 2-methyl furan
Phenols Phenol, 1,2-dimethoxybenzene, guiacol,

4-methyl guiacol, 4-ethyl guiacol, eugenol,
syringol, 4-methyl syringol, 4-ethyl syringol,

4-propyl syringol, vanillin

Tabla 1. Principales componentes del humo de lefia. Se observan los componentes que

predominan en el humo de lefia como acidos, alcoholes, carbonilos, esteres y fenoles.

3.6 Estructura de la mitocondria.

Las mitocondrias son los organulos celulares que generan la mayor parte de

la energia quimica necesaria para activar las reacciones bioquimicas de la

célulal. Estan dindmicamente interconectadas, lo cual les permite compartir

membranas, solutos, metabolitos y proteinas. Cada mitocondria esta organizada

en dos bicapas de fosfolipidos: la membrana mitocondrial externa (OMM), la cual

separa el espacio intermembrana del citosol y es mayormente permeable a

iones, (Figural), esta constituida por porinas como VDAC (canal anionico

dependiente de voltaje), que regula el paso de metabolitos, iones y nucleétidos

[12] y proteinas transportadoras como la translocasa de la membrana externa

(TOM) cuya funcion es permitir el movimiento de proteinas a través de esta
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barrera y hacia el interior del espacio intermembranoso mitocondrial [31], por otro
lado en la membrana mitocondrial interna (IMM) Unicamente son permeables
COg2, O2y H20, para permitir el paso de metabolitos como el ATP, ADP, piruvato,
Caz-+ y fosfato, esto se lleva a cabo por la Translocasa de Nucleétido de Adenina
(ANT) y por transportadores de fosfato [28], también se encuentra presente la
translocasa de la membrana interna (TIM) cuya funcién es facilitar la
translocacion de proteinas a través de la membrana interna hacia la matriz
mitocondrial. EI compartimento delimitado por el IMM y el OMM se denomina
espacio intermembrana (IMS), este se encuentra en un pH &cido debido al
bombeo de protones que son generados a través de la cadena de transporte de
electrones, este espacio también cuenta con proteinas cuya funcion principal es
la recepcion de electrones provenientes del bombeo de los complejos
enzimaticos [45]. Las morfologias mitocondriales varian ampliamente entre los
diferentes tipos de células, por ejemplo, las mitocondrias de fibroblastos suelen
ser filamentos largos (de 1 a 10 um de longitud con un didmetro constante de
700 nm). Sus formas cambian continuamente a través de las acciones de fision
y fusion [68].

Inner Boundary Membrane  Cristal Membrane
(Part/Section of the (Part/Section of the
Inner Mitochondrial Membrane) Inner Mitochondrial Membrane)

Outer Membrane
(Outer Mitochondrial Membrane)
,/'

Inner Membrane =
(Inner Mitochondrial Membrane
= Innermitochondrial Membrane)

Intermembrane Space
Consisting of:

* Peripheral Space w= w= ==
* Intracristal SPace w= e =

Matrix of the
Mitochondrion

Intermembrane
Space

Matrix
Granule

Cristae

Ribosome

Mitochondrial DNA

Ribosome Stalked Particles
(Also present all around this crista and on the other cristae - only a few examples shown here)

Figura 1. Estructura de la mitocondria. La imagen muestra que las mitocondrias tienen
una forma ovalada y dos membranas: una externa, que rodea el todo el organelo, y una
interna, con muchos pliegues hacia el interior llamados crestas que aumentan la superficie.
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3.7 Funciones de la mitocondria.

Una de las funciones principales de las mitocondrias es la fosforilacion
oxidativa para producir ATP celular, pero también tienen papeles importantes en la
homeostasis de iones, en varias vias metabdlicas, en la apoptosis y muerte celular
programada, y en la produccion y consumo de ROS. Ademas, interviene en la
respuesta celular ante diversos tipos de estrés fisioldégico, asi como procesos de

proliferacion celular y senescencia [46].

La funcion principal de las mitocondrias es la de generar ATP al utilizar la
energia liberada durante la oxidacion de los alimentos que comemos a través de la
fosforilacion oxidativa [11,16]. EI ATP se utiliza a su vez como fuente de energia
primaria para la mayoria de los procesos bioquimicos y fisiolégicos, como el
crecimiento, el movimiento y la homeostasis. La fosforilacion se lleva a cabo a través
de la cadena de transporte de electrones (ETC) que es un conjunto de proteinas y
moléculas organicas incrustadas en la membrana, la mayoria de las cuales se
organizan en un grupo de cinco complejos enzimaticos, I, Il, Ill, IV y V, situados en
la membrana mitocondrial interna. Los electrones donados por las coenzimas,
NADH y FADH2 en el ciclo del TCA son aceptados y transferidos a los componentes
del ETC en el complejo I o Il, y luego consecutivamente al complejo IlI, IV y
finalmente al oxigeno. Esta transferencia de electrones a lo largo del ETC se acopla
con el transporte de protones a través de la membrana interna, estableciendo el
gradiente electroquimico que impulsa al complejo V a generar ATP [48]. En
eucariotas, muchas copias de estas moléculas se encuentran en la membrana
mitocondrial interna y los electrones pasan de un miembro de la cadena de
transporte al siguiente en una serie de reacciones redox. La energia liberada en
estas reacciones se captura como un gradiente de protones, el cual se utiliza a su
vez para formar ATP en un proceso llamado quimiésmosis. En conjunto, la cadena

de transporte de electrones y la quimiésmosis constituyen la fosforilacion oxidativa
[16].

Las mitocondrias también tienen varias funciones criticas en el metabolismo,

son el actor central en el metabolismo del carbono, ayudan a la oxidacion de
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azucares (piruvato), grasas (palmitoil carnitina) y proteinas (glutamina, glutamato,
alanina, etc.), tienen un papel anabdlico critico, proporcionando los esqueletos de
carbono para la biosintesis de la mayoria de las biomoléculas, particularmente la
glucosa, los acidos grasos y los aminodacidos [58]. Derivado de esto otra importante
funcion es que es la principal productora de especies reactivas de oxigeno durante
los procesos normales oxidativos del metabolismo, principalmente a través de las
reacciones de 6xido-reducciéon que ocurren en los complejos de transferencia de

electrones y que tienen al oxigeno como el Ultimo aceptor de electrones [37].

En la muerte celular programada también son patrticipes, juegan un papel
clave en la activacion de la apoptosis en células de mamiferos, activan las caspasas
en el citosol a través de la liberacion de citocromo c y otros factores del espacio
intermembrana cuando los estimulos proapoptéticos desencadenan miembros de la
familia Bcl-2 como Bak y Bax y el poro de transicion de permeabilidad [56], estos
regulan la liberacion de proteinas desde el espacio entre la membrana mitocondrial
interna y externa, una vez en el citosol, activan las caspasa proteasas que

desmantelan las células y sefialan la fagocitosis eficiente de los cadaveres celulares
[65].

Adicionalmente, la mitocondria realiza procesos de fusién y de fisién. El
primero de ellos consiste en la union de las membranas externas e internas con la
matriz mitocondrial para producir una mitocondria mas grande. El proceso opuesto
a la fusion, la fision mitocondrial, es el encargado de crear pequefias mitocondrias
multiples. El balance entre la fusidn y la fisibn mitocondrial es regulado en respuesta

a diferentes estimulos como lo es la concentracion de calcio intracelular [68].
3.8 Dindmica mitocondrial.

Las mitocondrias son organulos altamente dinamicos que experimentan
ciclos coordinados de fision y fusién denominados dindmica mitocondrial, para
mantener su forma, distribucion y tamafo. Estas adaptaciones morfologicas
transitorias y rapidas son cruciales para muchos procesos celulares como el ciclo

celular, la inmunidad, la apoptosis y el control de calidad mitocondrial [59].
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La dinamica mitocondrial es una caracteristica clave para la interaccion de
las mitocondrias con otros organulos dentro de una célula y también para el
mantenimiento de su propia integridad. Se presentan diferentes tipos de dinamicas
mitocondriales: la biogénesis mitocondrial, los eventos de fusién y fisiobn que
establecen la coherencia dentro del condrioma y la formacién y desintegraciéon de

las mitocondrias mas conocido como mitofagia [6].
3.9 Biogénesis mitocondrial:

La biogénesis mitocondrial es un proceso por el que las mitocondrias crecen
en ndmero y tamafo. Las nuevas mitocondrias se producen agregando nuevo
contenido (proteinas, membranas) a las mitocondrias preexistentes. Estas forman
una red dinamica que puede cambiar de forma y tamafo. Estos cambios, conocidos
como dinamica mitocondrial, estan impulsados por dos procesos complementarios:
la fision y la fusidbn mitocondrial. A través de la fisibn mitocondrial, se crean
mitocondrias mas pequefias a las que se les puede agregar nuevo contenido
mitocondrial en la biogénesis mitocondrial. Esta mitocondria mejorada puede volver
a fusionarse con la red mitocondrial existente para crear una mitocondria mas
grande y alargada, que sera mas eficiente en la generacién de energia celular y el
resultado, es efectivamente, un aumento en la masa mitocondrial [1]. En la
biosintesis de las mitocondrias participa tanto el genoma nuclear como el
mitocondrial. La biogénesis mitocondrial estda mediada por estimulos fisiol6gicos
gue incluyen el ejercicio fisico, las restricciones dietéticas, la temperatura y la

miogénesis muscular [48].

La biogénesis mitocondrial esta involucrada en el control del metabolismo
celular, la transduccion de sefiales y la regulacion de la produccion de ROS
mitocondriales. Mas del 95 % del Oz consumido por las células se reduce en cuatro
electrones para producir dos moléculas de H20 a través de complejos de cadena
de transporte de electrones mitocondriales (I-1V), con 1-2 % del flujo de electrones
filtrandose en Oz para formar Oz en condiciones normoxicas. La produccion de ROS
mitocondrial estd modulada por muchos factores, incluida la eficiencia de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial, el contenido de antioxidantes
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mitocondriales, el oxigeno local, disponibilidad de donantes metabdlicos de
electrones, actividad de la proteina des acopladora (UCP), citocinas y agonistas

vasoactivos [12].

Las alteraciones en la biogénesis mitocondrial estan asociadas con
disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo mitocondrial. El deterioro de la actividad
y/o la disminucién de la expresion de los complejos |, 11l y IV de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial se han relacionado con el envejecimiento
vascular, las enfermedades cardiovasculares y los trastornos neurolégicos [12, 42].

Para el control de estas alteraciones llevan a cabo un proceso llamado mitofagia.
3.10 Mitofagia:

La mitofagia, un mecanismo de control de calidad mitocondrial que permite
la degradacién de las mitocondrias dafiadas y superfluas previene tales efectos
perjudiciales y restablece la homeostasis celular en respuesta al estrés. Una
disminucién funcional en la mitofagia da como resultado la acumulacion de

mitocondrias disfuncionales, un sello distintivo compartido del envejecimiento.

La mitofagia tiene una importancia especial en comparacién con la eliminacién de

otros organulos por dos razones:

° Las mitocondrias son una de las principales fuentes de generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (por lo tanto, también son los objetivos
inmediatos del dafio de ROS)

° Las mitocondrias disfuncionales que no se degradan pueden producir
mayores cantidades de ROS, ser mas susceptibles a la liberacién de citocromo C y

factor inductor de apoptosis y, por lo tanto, amplificar el dafio de las ROS [50].

Estos dos argumentos son de especial importancia cuando se trata de una célula

altamente sensible a ROS con baja capacidad antioxidante, como la célula (.
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3.11 Procesos de Fusidon y Fision y proteinas implicadas.

La fisibn y fusidn mitocondrial juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de las mitocondrias funcionales cuando las células experimentan
estrés metabdlico o ambiental [68]. Estos procesos estan mediados por grandes
trifosfatasas de guanosina (GTPasa), sus acciones combinadas dividen y fusionan
las dos bicapas lipidicas que rodean a las mitocondrias[29]. Estos dos eventos se
contrarrestan permanentemente; la inactivacion de uno conduce a la accion sin

oposicion del otro y el desequilibrio posterior controla la estructura mitocondrial.
3.11.1 Fusion:

La fusion ayuda a mitigar el estrés al mezclar el contenido de las mitocondrias
parcialmente dafiadas como una forma de complementacion. Este proceso esta
coordinado en las células de mamiferos por la Mitofusina 1 (MFN1), Mitofusina 2
(MFN2) en la membrana mitocondrial externa y por la atrofia 6ptica (OPA1) ubicada

en la membrana mitocondrial interna [15].

Las mitofusinas son GTPasas de tipo dinamina que contienen dominios de
union a GTP cataliticos conservados en los extremos N y estan anclados a la
membrana mitocondrial externa mediante dominios transmembrana C-
terminales[35]. La fusion de OMM esta impulsada por la hidrélisis de GTP, que
induce un cambio conformacional para poner en contacto las membranas opuestas

entre si [13].

OPAL es una GTPasa similar a dinamina anclada a la membrana mitocondrial
interna por un dominio transmembrana N-terminal y es responsable de la fusion de
las membranas mitocondriales internas. A demas de OPA 1, la cardiolipina, un lipido
especifico de la mitocondria es fundamental para la fusion en la membrana
mitocondrial interna, ya que permite el intercambio de contenidos mitocondriales

entre mitocondrias adyacentes, lo que facilita la complementacién funcional [35].

La fusiébn mitocondrial tiende a conducir a un aumento en la eficiencia

bioenergética, manteniendo la produccién de ATP, incluso con nutrientes limitados
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y por lo tanto permitiendo que la célula mantenga la viabilidad. Por el contrario, la
fisibn es necesaria para crear nuevas mitocondrias y también contribuye al control
de calidad al permitir la eliminacion de mitocondrias dafiadas y puede facilitar la

apoptosis durante altos niveles de estrés celular [46].
3.11.2 Fision:

La fision estd mediada por una proteina relacionada con la dinamina pro-
fision (DRP1), una proteina citosdlica que al activarse se transloca a la membrana
mitocondrial externa [54,68]. La constriccion de la membrana mitocondrial externa
comienza en los sitios de contacto mitocondria - reticulo endoplasmico, antes de la
oligomerizacion de DRP1. Después varias proteinas que estan unidas a la
mitocondria ayudan en el reclutamiento de DRP1, asi la DRP1 crea una estructura
en forma de anillo que se contrae y divide a la organela. DRP1 se dirige activamente
a la membrana mitocondrial externa a través de proteinas receptoras no GTPasas,
tales como la proteina de fisidbn mitocondrial 1 (FIS1), el factor de fisién mitocondrial
(MFF) y el factor de elongacién mitocondrial [54,63]. Si bien FIS1 no es necesaria
para el reclutamiento de DRP1 en la membrana mitocondrial externa, FIS1 puede
inducir la fragmentacion mitocondrial en ausencia de DRP1, esto lo logra tanto
activando la fisibn como inhibiendo la fusion, lo que demuestra lo conectados que
estan los procesos de fision y fusion. Por el contrario, el mecanismo de division de
la membrana mitocondrial interna alin no esta claro, 15 sugiere que la constriccion
de la membrana interna es dependiente de Ca 2+ y ocurre en los sitios de contacto
mitocondria - reticulo endoplasmico, pero aun se necesitan mas estudios para
confirmar estos resultados. Cabe sefalar que tanto DRP1 como sus receptores
también se localizan en las membranas peroxisomales donde realizan la fision de
la membrana, DRP1 puede activarse y desactivarse mediante la fosforilacion, segun
el residuo fosforilado y puede regularse por una serie de factores como el ejercicio
y el ritmo cardiaco. En la figura 2 podemos observar el comportamiento de los

procesos de fision y fusion.
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Figura 2. Fision y Fusion mitocondrial. Modelo simplificado de fusion y fision mitocondrial
en células humanas. La fusion une dos mitocondrias, mientras que la fisiébn separa una en
dos.

3.12 Enfermedades asociadas con el desequilibrio de la dindmica mitocondrial

A pesar de que los trastornos de la dinamica mitocondrial estan implicados
en enfermedades neurodegenerativas, neoplasicas, endocrinas (diabetes) y
cardiovasculares (hipertensiéon pulmonar, ductus arterioso persistente, etc.). La
disfuncién mitocondrial también es vista en enfermedades neurodegenerativas
como Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington, donde los niveles de fision
se encuentren en niveles altos y hay una alteracion de la fusidén resultando en
fragmentacion mitocondrial [35], el trabajo va centrado al estudio de estos procesos

en enfermedades pulmonares relacionadas con el extracto de humo de lefia.

En un andlisis de estudios epidemioldgicos, tres patologias respiratorias se

encontraron fuertemente asociadas con la exposicién a este tipo de combustible:
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las infecciones agudas del tracto respiratorio inferior en nifios menores de 5 afios,
la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y el cancer de pulmoén por
exposicion al humo [3]. Como se menciond, la exposicion crénica al humo de lefia
es un factor de riesgo para el desarrollo de EPOC, en algunas zonas del mundo
este factor puede ser ain mas importante que la exposicion al humo de tabaco,

sobre todo en zonas rurales en donde su principal fuente de energia es la biomasa
[62].

Estudios anteriores han demostrado que la exposicion al humo de la madera
es capaz de generar estrés oxidativo en el tejido pulmonar, y esto puede implicar un
fallo a nivel mitocondrial, dada su estrecha relacion con la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) [19]. De acuerdo con Andrew y colaboradores, lo que
hacen estas particulas de humo de madera es secuestrar el hierro de la célula
huésped, lo que resulta en una interrupcion de la homeostasis del metal y esta
perdida de metal da como resultado niveles altos de estrés oxidativo lo que daria
respuesta al aumento en los niveles de ROS. El exceso de los niveles de ROS
puede alterar la funcién celular normal y promover el dafio irreversible a lipidos,

acidos nucleicos y a proteinas celulares [17].

En investigaciones de Zhengke Wang y colaboradores, en una revision sobre
el extracto de humo de cigarro se observo que esta exposicion al tabaco altero la
morfologia mitocondrial al acortar las redes mitocondriales y causar la acumulacion
perinuclear de mitocondrias dafiadas en células endoteliales microvasculares de
pulmén primario de rata. También encontramos que CS aumentd la fision
mitocondrial probablemente al disminuir Drp1-S637 y aumentar FIS1, Fosforilacion
de Drpl-S616, translocacion mitocondrial y tetramerizacion y fusion mitocondrial
reducida probablemente al disminuir Mfn2 en células endoteliales microvasculares
de pulmon y pulmones de raton. CS también causé aumento del estrés oxidativo
mitocondrial y reduccion de la respiraciéon mitocondrial [66]. Todo esto podria estar

relacionado con los efectos del humo de lefia sobre la dindmica mitocondrial.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicion al humo de biomasa representa la segunda causa de
enfermedades cronicas obstructivas crénicas de pulmon. ElI material de biomasa
mas utilizado es la madera, conocida también como lefia. Diversos estudios han
mostrado que la exposicion al humo de lefia induce cambios patologicos en el
pulmén a largo plazo, siendo su principal, efecto el desarrollo de EPOC; sin
embargo, las caracteristicas clinicas y cambios fisiolégicos después de la
exposicidon se desconocen parcialmente. Algunos de los efectos de la exposicion al
humo de lefia atmosférico incluyen inflamacion en las vias aéreas, aumento del
estrés oxidante, tos ,disnea y alteraciones en la funcion pulmonar, lo que puede dar
origen al desarrollo de enfermedades pulmonares. La OMS reporta que
aproximadamente 2.7 billones de personas alrededor del mundo, principalmente en
areas rurales utilizan fuentes de biomasa para satisfacer sus necesidades

energéticas de su hogar [43].

La mitocondria participa en diversas funciones celulares como son: la produccion
de energia, la modulacion del estado redox, el balance osmético, la homeostasis
del Ca2+ y la comunicacion entre organelos. Ademas, interviene en la respuesta
celular ante diversos tipos de estrés fisioldgico y genético, asi como en los procesos
de proliferaciéon celular y la senescencia. La disfuncion mitocondrial ha sido
implicada en diversas enfermedades, debido a que las alteraciones en su
funcionamiento estan implicadas en disminucion de los niveles energéticos de la

célula e incremento en los niveles de ROS.

Recientemente se ha demostrado que las particulas de humo de lefia formadas
durante la combustion inducen el secuestro de hierro en la mitocondria, teniendo
como resultado un incremento del estrés oxidante, lo cual favorece el dafio en
células pulmonares [17]. Ademas, se ha reportado que la exposicion al extracto de
humo de lefia en cobayos induce disminucion en la actividad de los complejos
mitocondriales | y IV en mitocondrias aisladas de pulmén [19]. A pesar de estos
hallazgos aun se desconoce cual es el efecto directo del extracto de humo de lefia

en la red mitocondrial y si dicho extracto induce cambios en las proteinas implicadas
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en el proceso de biogénesis mitocondrial, que favorezcan a la perpetuacion del dafio

celular.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de extracto de humo de lefia sobre la expresion de
proteinas implicadas en los procesos de biogénesis y dindmica mitocondrial en
fibroblastos derivados de pulmdén normal. Especificamente los cambios en los
niveles de las proteinas asociadas con los procesos de Fusién y Fisibn mitocondrial
(MFN1, FIS1, DRP1 y PINK1) y determinar si el extracto de humo de lefia induce

cambios morfolégicos y/o estructurales en la red mitocondrial.

5.20bjetivos especificos
1. Establecer un modelo agudo de exposicidn al extracto de humo de lefia en
cultivos de fibroblastos de pulmén humano normal.
2. Determinar por WB los niveles de proteinas implicadas en los procesos de

dinAmica mitocondrial.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.10Obtencion del Extracto del Humo de Lefia (EHL)

Se utilizé la madera de las ramas del arbol Casuarina equisetifolia (madera dura),
las cuales fueron fragmentadas en porciones de 2 a 3 cm con diametros
aproximadamente de 5 mm. Se incineraron completamente 5 g de madera en una
parrilla eléctrica contenida en un bote metdlico que fue sellado parcialmente y
conectada a un sistema de vacio, de esta forma el humo producido por la
incineracion se hizo fluir y burbujear en el medio de cultivo contenido en un matraz
de Kitasato de 500 mL, que a su vez se conect6 a la bomba de vacio. El humo se
burbujeé en 100 mL de medio de cultivo Ham (F-12) libre de suero. Posteriormente
el pH fue ajustado a 7.2 y se esterilizé usando un filtro tipo Millipore con poro de

0.22 micrémetros. La solucion resultante fue considerada como el extracto de humo
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de lefla al 100%. Para limitar la variabilidad entre experimentos, se elaboraron
alicuotas del extracto del humo de lefia (EHL) que se almacenaron en el

ultracongelador a una temperatura de -70 °C, hasta su uso.

En experimentos paralelos se prepar6 un EHL 100% similar, pero usando agua
desionizada, la misma agua que se usa para preparar el medio de cultivo de las

células. Este 100% EHL soluble en agua se usé para analizar los HAP.

6.2 Caracterizacién de los compuestos quimicos del Extracto del Humo de
Lefa (EHL).

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS, por sus
siglas en inglés), es una técnica analitica dedicada a la separacion, identificacion y
cuantificacion de mezclas de sustancias volatiles y semivolatiles. Se realizé la
caracterizacion de los componentes quimicos del EHL mediante GC/MS en

soluciones del mismo EHL, para identificar compuestos disueltos en agua.

6.3 Modelo agudo de exposicion al extracto de humo de lefia en cultivos de

fibroblastos de pulmén humano normal.

Una vez que se obtuvo el EHL al 100%, se realizaron las siguientes diluciones
porcentuales: 1.0%, 2.5% y 5%, las cuales fueron probadas para realizar el ensayo.

6.4 Obtencién y cultivo de fibroblastos humanos.

Fibroblastos de pulmén humando fueron obtenidos de lineas comerciales (HPF,
CCD-8, CCD-16 y CCD19) y lineas primarias obtenidas del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias.

Linea celular primaria N2 (obtenida de una lobectomia realizada en INER): se
cultivaron en cajas de cultivo de 25 cm? (Cornee, COSTAR) con el medio de cultivo
Ham (F-12), (Gibco,BRL), suplementado con penicilina (100 U/ml), estreptomicina
(100 mg/ml) y 10% de suero fetal bovino (GIBCO Laboratories, Grand Island, N.Y.),
incubandose con una mezcla gaseosa de 5% de CO2 /95% aire a 37 °C hasta lograr

un 80% de confluencia.
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Linea celular HPF: linea comercial de fibroblastos de pulmén humano normal. Marca
Promocell Cat. No. C-12361. Mujer caucasica de 44 afos. Medio de cultivo FGM2
Fibroblast Growth Medium 2, Marca PromoCell. Cat C-39320. Y con los siguientes
Suplementos: FCS-10 (GIBCO Laboratories, Grand Island, N.Y.), hbFGF-0.5,
insulin-2.5, marca Promocell incluidos en el kit del medio de cultivo. Se cultivaron
en cajas de cultivo de 25 cm? (Cornee, COSTAR), incubandose con una mezcla

gaseosa de 5% de CO2 /95% aire a 37 °C hasta lograr un 80% de confluencia.

Lineas comerciales de fibroblastos humanos de pulmén CCD-8, CCD-16, CCD-19
adquiridas al ATCC: Cultivadas en medio DMEM marca Gibco, suplementado con
penicilina (100 pg/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y 10% suero fetal bovino (GIBCO
Laboratories, Grand Island, N.Y.). Se cultivaron en cajas de cultivo de 25 cm?
(Cornee, COSTAR), incubandose con una mezcla gaseosa de 5% de CO2/95% aire

a 37 °C hasta lograr un 80% de confluencia.
Los experimentos fueron realizados durante los primeros pasajes (4-8).
6.5 Microscopia de campo claro

Se plaquearon tres pozos por linea celular (HPF, N2, CCD-8, CCD-16 y CCD-19)
de entre 100,000 y 150,000 células por pozo, se dejaron adherir con sus respectivos

medios por 24 h.

Pasadas las 24 horas se lavaron los pozos con medio F-12 libre de suero, se aspiré
el sueroy se adicionaron 2mL de las concentraciones preparadas de EHL (1%, 2.5%
y 5%) en medio F-12 con suero al 10% y se utilizé como control un pozo sin extracto

de EHL, se incubaron durante 24 horas.

Posteriormente los pozos se lavaron con medio F-12 sin suero dos veces, la
segunda vez se dejo el medio para la toma de fotografias en el equipo EVOS XI
(412743) para visualizar los cambios morfologicos en las células. Las fotografias

fueron tomadas con el lente 10X.
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6.6 Microscopia confocal

Se sembraron 10,000 fibroblastos por condicién experimental en placas confocales,
se dejaron adherir por 24 h. Se realizo una mezcla con 1 pl de Mitotracker Red (200
MM) y 1 ul de Hoechst 33342 (1.0 mM) mas 998 pl de HBSS y se calent6 durante
15 min a 37°C. Se lavaron las células 2 veces con HBSS sin rojo de fenol, se aspiré
el buffer de las células y se aplicé la solucion previamente preparada hasta cubrir
todas las células adheridas, se incubaron durante 15 minutos a 37 °C, protegiendo

de la luz. Y se tomaron las fotos con el equipo EVOS.
6.7 Cuantificacion de proteinas y analisis de expresion por Western Blot.

Para la obtencion de las proteinas celulares, los fibroblastos de pulmén humano
normal fueron expuestos a diferentes concentraciones de extracto de humo de lefia
(1% y 2.5%) durante 24 horas.

Después de las 24 h, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X frio, y lisadas
con 30 pl de buffer RIPA (PBS 1X, 1% de Nonidet P-40, 0.1% de SDS, 1% de
desoxicolato de sodio) conteniendo un cocktail de inhibidores para proteasas de
serina, proteasas de cisteina y aminopeptidasas (SIGMA) y 1mM de Phenylmethyl-
Sulfonyl Fluoride (PMSF), las cajas se colocaron sobre una cama de hielo durante
10 minutos, transcurrido el tiempo las cajas de cultivo fueron raspadas con una
espatula. El extracto celular fue transferido a tubos eppendorf de 1.5 ml y fueron
sonicados. Posteriormente se centrifugaron a 14 000 rpm por 10 min a una
temperatura de 4°C, se recupero el sobrenadante y este fue separado y conservado

en alicuotas a -80°C.

La concentracion de proteina se determiné mediante el reactivo de ensayo de
Bradford (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) que es un procedimiento para
determinar la concentracion de proteina solubilizada, que involucra la adicién de un
colorante acido (Coomassie) a la solucion proteinica, y fue medida a 595 nm en un
lector Elisa (Accuris SmartReader 96). Extrapolando el resultado obtenido en una
curva estandarizada de albumina de suero bovino. Las proteinas se mezclaron (V/V)
con buffer Laemmli, se fraccionaron en condiciones reductoras en geles SDS-PAGE
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al 12%. Se cargaron 30ug de proteina de cada muestra experimental. El gel se
transfirio, a 100V durante 60 minutos, los sitios inespecificos de union en las
proteinas se bloquearon por incubacién con leche descremada al 5 % en buffer
PBS-T (10mM Tris base, pH 8.0, 150mM de NaCl, y 0.05% Tween 20) por una hora
a 37 °C. Después la membrana fue incubada 24 horas a 4 °C con el anticuerpo
primario especifico. En seguida la membrana se lavo 4 veces con TBS-T (10 mM
Tris-HCI, pH 8, 150 mM NacCl 0.1% Tween-20) durante 10 minutos. Transcurrido el

tiempo, se incubo 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario

Finalmente, la membrana fue revelada con el sistema de deteccion de
quimioluminiscencia (West Pico Chemiluminescent Substrate, THERMO
SCIENTIFIC), observando la banda en Molecular Imager ChemiDoc XRS+ BIO-
RAD. En latabla 2 se muestran los anticuerpos primarios y secundarios que fueron

utilizados en los experimentos.

Anticuerpo Marca No. de catalogo Dilucién
primario
MFN 1 Santa Cruz 166644 1:100
FIS1 Santa Cruz 376447 1:100
DRP 1 Santa Cruz 271583 1:100
PINK 1 Cell Signaling D8G3 1:1000
Technology
VDAC 1 Santa Cruz 390996 1:100
Anticuerpo Marca No. de catalogo Dilucion
secundario
Mouse Jackson 115035003 1:10000
ImmunoResearch
Rabbit Biolegend 406401 1:2500

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios.
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7. RESULTADOS

7.1 EI EHL induce cambios en la morfologia de fibroblastos de pulmén

humano normal.

Diversos estudios han mostrado que la administracion del EHL induce alteraciones
en la tasa de viabilidad celular de células pulmonares [30,47]. Para poder determinar
si el EHL induce cambios morfolégicos en las diferentes lineas primarias de
fibroblastos controles, evaluamos el efecto de la exposicion a diferentes
concentraciones de EHL (1, 2.5 y 5%) después de 24 h. Nuestros resultados
mostraron que la administracién del EHL al 1% induce un incremento en el nimero
de células con apariencia morfoldgica tipica alargada de fibroblasto, mientras que
en la concentracion de 2.5% se observé una ligera reduccion en el alargamiento del
fibroblasto con una pequefia disminucién del nimero de células. En la concentracion
mas alta del 5% observamos que el EHL induce una reduccién del tamafio celular
adquiriendo una forma redonda anormal, con un incremento marcado de dafio y
muerte celular, por esta razén decidimos no incluir este porcentaje para los
experimentos posteriores. En la Figura 3 se muestran las imagenes de microscopia
de campo claro, donde podemos visualizar el efecto de las distintas concentraciones

del EHL sobre las diferentes lineas primarias de fibroblastos.
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Figura 3. Efecto del EHL en fibroblastos normales de pulmdén. Imagen representativa
de campo claro de diferentes lineas de fibroblastos de pulmén humano normal (N2, HPF,
CCD-16, CCD-8 y CCD19) después de la incubacién con EHL (1, 2.5 y 5%) durante 24h.
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7.2 El EHL induce cambios en lared mitocondrial con acumulacion perinuclear
de mitocondrias en fibroblastos de pulmén humano normal.

El EHL induce estrés oxidante en distintos tipos de células pulmonares y algunos
estudios han mostrado que induce alteraciones en la funcion mitocondrial [6,47].
Para determinar si el EHL induce alteraciones en la red mitocondrial, se estimularon
fibroblastos normales de pulmén con las diferentes dosis de EHL (1, 2.5 y 5%)
durante 24 h, posteriormente los fibroblastos fueron tefiidos con mitotracker red para
poder visualizar la red mitocondrial y con Hoechst 33342 para observar el nucleo
por microscopia confocal. Como se puede observar en la Figura 4, en los
fibroblastos controles N2 sin estimulo, se puede apreciar una red mitocondrial
continua con mitocondrias delgadas y alargadas que son visualizadas a lo largo de
todo el fibroblasto, esta morfologia también se puede observar en los fibroblastos
gue fueron tratados con 1% de EHL. Contrario a esto, los fibroblastos que fueron
estimulados con las concentraciones de EHL 2.5 y 5%, presentaron una red
mitocondrial fragmentada, con una marcada acumulacién perinuclear de
mitocondrias. Para poder observar a detalle la morfologia mitocondrial, se tomaron
fotografias con un aumento de 20X y 60X, en las cuales se observa que las
mitocondrias sé acumulan cerca del nucleo cuando son estimuladas con

concentraciones altas de EHL.
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Figura 4. Efecto de EHL sobre la morfologia de la red mitocondrial de fibroblastos N2
Imagenes representativas de los cambios de la red mitocondrial inducidos por diferentes
concentraciones EHL (1, 2.5 y 5%), por la técnica de microscopia confocal. Las
mitocondrias fueron tefidas con Mitotracker red (1 uM) y el nucleo fue visualizado con la
tincion de Hoechst 33342 (x). En la imagen se observa alteraciones en la red y
acumulacion mitocondriales alrededor del nucleo en los fibroblastos N2 al ser tratadas con
2.5y 5% de EHL por 24 horas.
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7.3 El EHL induce cambios en la expresidén de proteinas asociadas con el
proceso de biogénesis mitocondrial.

Debido a que encontramos que el EHL induce cambios en la red mitocondrial,
decidimos analizar la expresiébn de proteinas asociadas a los procesos de
biogénesis mitocondrial en los fibroblastos estimulados con EHL (1% y 2.5%). Para
ello se realizaron extractos de proteina total aislada de fibroblastos controles y
estimulados con las diferentes dosis de EHL. Nuestros resultados mostraron que el
estimulo con EHL modifica los niveles de expresion de las proteinas implicadas en
los procesos de fisién y fusion mitocondrial. Como se observa en la Figura 5 la
expresion de la proteina MFN 1 increment6 en 3 lineas de fibroblastos normales
(N2, CCD16 Y CCD19), donde se observa un efecto dosis dependiente, siendo mas
evidente en la concentracion de 2.5%. De manera contraria observamos una

disminucién de esta proteina en las lineas (HPF y CCD8).
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Figura 5. Efecto del EHL sobre los niveles de expresién de la proteina MFN 1.
A) Efecto del EHL a 1 y 2.5% sobre la expresiéon de MFN1 en diferentes lineas de
fibroblastos normales (HPF, N2, CCD16, CCD8 y CCD19) normalizado con control de carga
mitocondrial (VDAC1 y/o ANT1). B) Gréficas que muestran el analisis densitométrico de la
expresion de la proteina MFNL1.
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Por otro parte, analizamos la expresion de la proteina FIS1 implicada en la fision
mitocondrial. Nuestros resultados mostraron que la expresion de FIS1 se encuentra
incrementada de manera significativa en fibroblastos estimulados con el EHL al
2.5% en las lineas CCD-16 Y CCD-19, mientras que su expresion se ve disminuida
en las lineas HPF y CCD8. De manera interesante, encontramos que en los
fibroblastos controles N2, no se observa la expresion de dicha proteina, tal como se

muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Efecto del EHL sobre los niveles de expresion de la proteina FIS 1.
A) Efecto del EHL a 1y 2.5% sobre la expresion de FIS 1 en diferentes lineas de fibroblastos
normales (HPF, N2, CCD16, CCD8 y CCD19) normalizado con control de carga
mitocondrial (VDACL1 y/o ANT1). B) Gréaficas que muestran el analisis densitométrico de la
expresion de la proteina FIS 1.
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Por otra parte, decidimos analizar como se encontraban los niveles de expresion de

la proteina DRP-1, proteina implicada en el proceso de fision. Como se muestra en

la figura 7 podemos observar que la expresion de esta proteina no muestra

diferencia significativa en ninguna de las lineas celulares.
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Figura 7. Efecto del EHL sobre los niveles de expresion de la proteina DRP1.
A) Efecto del EHL a 1 y 2.5% sobre la expresion de DRP 1 en diferentes lineas de
fibroblastos normales (HPF, N2, CCD16, CCD8 y CCD19) normalizado con control de carga
mitocondrial VDAC-1. B) Gréficas que muestran el analisis densitométrico de la expresion

de la proteina DRP 1.
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PINK 1 es una proteina que regula el recambio mitocondrial y, por lo tanto, protege
a las mitocondrias del estrés [21], por lo cual es importante realizar estudios para
analizar el comportamiento de esta proteina en las diferentes lineas celulares
cuando fueron sometidas a humo de lefia, pues ya se sabe que el humo de lefia
produce estrés oxidante. Tal como se puede observar en la figura 8, los resultados
muestran que PINK 1 disminuye en todas las lineas celulares a concentracion de

2.5%, aunque al 1% parece ser que hay un pequefio aumento.
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Figura 8. Efecto del EHL sobre los niveles de expresion de la proteina PINK 1.
A) Efecto del EHL a 1 y 2.5% sobre la expresién de PINK 1 en diferentes lineas de
fibroblastos normales (HPF, N2, CCD16, CCD8 y CCD19) normalizado con control de carga
mitocondrial VDAC-1. B). Las graficas muestran el andlisis densitométrico de la expresion
de la proteina PINK 1.
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8. DISCUSION

Diversos estudios han mostrado que la exposicion cronica al humo de lefia es un
factor de riesgo para el desarrollo de EPOC [32,62]. Recientemente, diversas lineas
de investigacion sugieren que la desregulacion del sistema de control de calidad
mitocondrial contribuye a la patogénesis de enfermedades pulmonares entre ellas
EPOC [2,67]. Estudios previos han observado que la exposicion al EHL en cobayos
induce disfuncion mitocondrial en células totales de pulmén [19]. Sin embargo, se
desconoce si el efecto del EHL sobre fibroblastos induce alteraciones en los
procesos de biogénesis mitocondrial que favorezcan el incremento de estrés
oxidante. En este sentido nuestros resultados mostraron que el EHL induce
alteraciones morfologicas en los fibroblastos de pacientes sanos. Un hallazgo
importante en nuestro trabajo fue que los fibroblastos expuestos al EHL a las
concentraciones de (2.5 y 5%) mostraron fragmentacion de la red mitocondrial, la
cual fue acompafada de acumulacién perinuclear de mitocondrias. Este efecto
habia sido anteriormente reportado por Hoffmann y colaboradores en un modelo de
linea de células epiteliales bronquiales humanas BEAS-2B, pero inducidas con
extracto de humo de cigarro (CSE), en el cual los autores muestran que el CSE al
1% induce cambios sdlidos en la estructura mitocondrial, incluida la fragmentacion,

la ramificacion y la cantidad de crestas.

Debido a esto y a que se ha reportado que el EHL induce estrés oxidante [19] y una
de las principales fuentes de generacidén de especies reactivas de oxigeno (ERO)
es la mitocondria, nosotros hipotetizamos que el EHL causa disfuncion mitocondrial,
lo cual podria producir alteraciones en los procesos de biogénesis mitocondrial y

acumulacion de dafo.

Los procesos de fusion y fision mitocondrial desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la funcién mitocondrial, ya sea cuando la célula experimenta un
estrés metabdlico y/o ambiental ya que se encargan de reducir el niumero de las

mitocondrias dafiadas y mantener la homeostasis celular.
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Nuestro estudio tuvo como objetivo determinar el efecto del EHL sobre la expresion
de proteinas implicadas en los procesos de biogénesis y dindmica mitocondrial
especificamente en los procesos de fusién y fision mitocondrial en fibroblastos de
pulmoén normal y determinar si el EHL induce cambios morfoldgicos o estructurales

en la red mitocondrial.

Nuestros resultados mostraron que la red mitocondrial de fibroblastos estimulados
con EHL se modifica induciendo fragmentacion de la red y acumulacién perinuclear
de mitocondrias a las dosis de 2.5%, teniendo un efecto mas prominente a la dosis
de 5%. Este efecto de acumulacion perinuclear ya habia sido reportado antes por
Tanveer Ahmad y colaboradores quienes también observaron que la administracion
de extracto de humo de cigarro induce acumulacién perinuclear de mitocondrias en

fibroblastos y células epiteliales.

Por otro parte la expresion de las proteinas implicadas en la biogénesis mitocondrial
mostro en los analisis por western blot o siguiente; respecto a la proteina Mitofusina
1, se observa que las lineas celulares N2, CCD-16 y CCD-19 tuvieron un aumento
progresivo en sus niveles de expresion de esta proteina al aumentar la
concentracion de humo de lefia, lo cual podria indicar que el EHL induce la
activacion del proceso de fusion para que la célula pueda mantener las cantidades
de ATP necesarias para llevar a cabo sus funciones vitales, ya que se ha reportado
gue la fusién mitocondrial conduce a un aumento en la eficiencia bioenergética, y a
gue la célula sigue manteniendo su viabilidad y ayuda a disminuir el estrés debido
a que las mitocondrias dafiadas parcialmente mezclan su contenido con las
mitocondrias sanas como una forma de complementacion [68]. Por otro lado, las
lineas celulares CCD-8 y HPF muestran el efecto contrario una disminucién en los
niveles de MFN1 y se ha reportado que la eliminacién de esta proteina provoca una
disminucién del consumo de oxigeno, aumenta la fuga de protones, por lo cual

aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno [35].

Los resultados obtenidos al estimular los fibroblastos con EHL y medir la expresion
de la proteina FIS 1 mostraron un incremento de esta expresion en las lineas

celulares CCD-16 y CCD-19, una disminucion en las lineas HPF y CCD-8 y
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expresion nula en las células N2, esto podria deberse a que la linea N2 sean células
senescentes, ya que se ha visto de acuerdo con Jasmine J y colaboradores que las
células senescentes reducen la expresion de FIS 1 y que hay niveles de proteina
MFN ligeramente aumentados lo cual concuerda con nuestros resultados. También
podria deberse a que esta linea celular es una linea primaria que se estuvo
trabajando en pasajes mas elevados. Mientras que en las lineas HPF y CCD-8
podria estar ocurriendo lo mismo, al haber una eliminacion de FIS 1 se esta
produciendo mayor estrés replicativo y las células comienzan a hacerse

senescentes, dejan de dividirse y entran a un estado de reposo hasta su muerte [35].

La elevada expresion de FIS 1 en células CCD-16 y CCD-19 demuestra que se esta
llevando a cabo el proceso de fision mitocondrial, el cual es necesario para crear
nuevas mitocondrias y también contribuye al control de calidad al permitir la
eliminacién de mitocondrias dafiadas ya que puede facilitar la apoptosis durante

altos niveles de estrés celular [67] como el que provoca el EHL.

En el caso de la proteina relacionada con la dinamina (DRP1) como se mostrd en
los resultados no hubo cambios significativos en ninguna linea celular y a ninguna
concentracion, se sabe que DRP1 influye de forma eficaz en la supervivencia celular
y la apoptosis al mediar el proceso de fision mitocondrial [22], que no se presenten
cambios podria estar ocurriendo debido a que el proceso de fisién ya esta activo y
quien lo esté llevando a cabo es FIS 1. Ya que de acuerdo con Yasmine J. Liu y
colaboradores, Fis 1 puede inducir la fragmentacion mitocondrial en ausencia de
DRP1 y es por eso por lo que esta proteina no se esta activando, podria ser que,
en ausencia de FIS, DRP1 si mostrara cambios en sus niveles de expresion, pero

para poder observar esto se tendria que llevar a cabo otro experimento.

En los resultados que se obtuvieron respecto a la proteina PINK 1 podemos
observar que su expresién disminuye a una concentracion de 2.5% mientras que la
concentracion de 1% se nota mas elevada, esto puede deberse a que normalmente
las mitocondrias dafiadas se reparan mediante un proceso llamado mitofagia, que
es inducido por la supuesta quinasa 1 inducida por PTEN (PINK) que lo que hace
es proteger a las mitocondrias del estrés [21], lo cual podria suponer que a la
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concentracion de 1%, PINK esté& llevando a cabo reparacion mitocondrial, por lo cual
se ve mas expresada, pero al aumentar los niveles de EHL hay una alteracion
morfolégica que impide a PINK eliminar mitocondrias dafiadas es decir se produce
una inhibicién de la mitofagia por perdida de PINK 1 y esto conduce a una
acumulacion de mitocondrias disfuncionales y compromete la resistencia a varios

tipos de estrés [35].

9. CONCLUSION

El EHL genera efectos sobre la expresion de proteinas que estan implicadas en los
procesos de biogénesis mitocondrial especificamente en proteinas asociadas con
los procesos de fusion y fisidbn mitocondrial (MFN1, FIS 1, DRP 1y PINK 1) en
fibroblastos derivados de pulmén normal. En consecuencia, se mostré que el EHL
induce cambios morfol6gicos como la fragmentacién mitocondrial y acumulacion
perinuclear cuando los fibroblastos fueron expuestos a concentraciones de 2.5% y

gue a concentraciones mas elevadas de EHL se genera muerte celular.
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