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Resumen

La industria de la produccién de celulosa desde un punto de vista econémico
representa un importante aporte a la region del Biobio y al pais, a través de
la generacion de trabajo y aporte al producto interno bruto. Por otro lado,
la producciéon de celulosa puede generar compuestos con potencial téxico. En
este sentido un gran grupo de compuestos toxicos originados en la produccion
de la celulosa son los Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (HAP) los cuales
pueden intervenir en el metabolismo de los organismos expuestos a concentraciones
alteradas de forma antropogénica. El grupo de HAP es amplio, algunos de los
compuestos més estudiados son el Benzo|a|Pireno, Dioxinas y Benzoantracenos
vinculados a toxicidad, formaciéon de aductos en el ADN y actividad disruptora
endocrina. La matriz de compuestos en las aguas residuales provenientes de la
produccion de celulosa es compleja, y como tal existen HAP que se desconoce
sus efectos o bien estan pocos estudiados, como por ejemplo el Reteno (1-metil-
7-isopropil fenantreno) el cual se forma a partir de abietanos, naturalmente por
la combustiéon de acidos resinicos por incendios o bien por la metabolizacion
de compuestos organicos debidos a bacterias en los sedimentos en rios, pero
también se ha encontrado en concentraciones superiores a las normales, en
sectores aguas abajo de las descargas de las industrias de celulosa y del cual
se conoce poco sobre sus alcances toxicos en células de Homo sapiens. En este
contexto los organismos también responden al medio cuando se enfrentan a
compuestos que pueden alterar su metabolismo, para lo cual tiene la maquinaria
bioquimica para metabolizar los xenobidticos. Esta se basa principalmente en la
expresion de enzimas de la familia CYP450, que mediante oxidacién desactivan
los HAP que entran a la célula. La expresion de CYP depende a su vez de otras
proteinas como el Receptor de Hidrocarburo de Arilo y el Translocador Nuclear del

Receptor de Hidrocarburo de Arilo que al unirse al xenobidtico terminan siendo
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factores de transcripcion de los genes de la familia CYP. Basado en lo anterior,
podemos utilizar CYP como un bioindicador de contaminaciéon ambiental ya que
se expresa en condiciones de estrés por xenobidticos en particular de HAP. Bajo
este escenario hipotetizamos que células de colon normal humanas expresaran
proteinas marcadoras de contaminacion ambiental al exponerse a Reteno debido
a su interaccién. Mediante un enfoque bioinforméatico se abordé la interaccion
proteina ligando a través de experimentos in silico de Acoplamiento y Dinamica
Molecular. Por otro lado se llevaron experimentos in vitro tomando como modelo
la linea celular CCD 841 tratadas con concentraciones de Reteno. Se utilizo
la técnica de MTT para evaluar la viabilidad celular y mediante RT-PCR con
partidores especificos se evalu6 la expresion de los genes CYP1A1, CYP1B1 y RHA.
Los resultados bioinforméticos muestran evidencia de que existiria posiciones del
Reteno en las cuales es energéticamente favorable su uniéon al sitio activo de
CYP1A1 y CYP1B1 y que esta uniéon se mantendria estable por un periodo de
tiempo. Los ensayos de viabilidad celular reflejan que la linea celular CCD 841 es
sensible al Reteno desde una concentraciéon de 5 puM. La expresion de los genes
RAH, CYP1A1l y CYP1B1 muestra una tendencia de sobreexpresion entre el
tratamiento de 50 uM y 75 uM. Estos resultados podrian darnos evidencia para
proponer que el Reteno sigue la ruta de metabolizacion de xenobiéticos clésica que
termina en la enzima CYP1A1. Para aportar mayor evidencia es necesario utilizar
técnicas con mayor poder de resoluciéon como son Transcriptomica, Citometria
de Flujo apuntando a obtener datos que ayuden al sector piblico en materia de

salud publica.

Palabras clave — Reteno, celulosas, Hidrocarburos Arométicos Policiclicos, CYP
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Abstract

From an economic point of view, the pulp production industry represents an
important contribution to the Biobio region and to the country, through the
generation of jobs and contribution to the gross domestic product. On the other
hand, pulp production can generate potentially toxic compounds. In this sense,
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are a large group of toxic compounds
originated from cellulose production. They can intervene in the metabolism
of organisms exposed to anthropogenically altered concentrations. The PAH
group is widespread, some of the most studied compounds are Benzo|a|Pyrene,
Dioxins and Benzoanthracenes linked to toxicity, DNA adduct formation and
endocrine disrupting activity. The matrix of compounds in wastewater from
cellulose production is complex, and contain PAHs whose effects are unknown
or understudied, such as Retene (1-methyl-7-isopropyl phenanthrene), which is
formed from abietanes, naturally by the combustion of resin acids by fires or
by the metabolization of organic compounds due to bacteria in river sediments,
but it has also been found in higher than normal concentrations in downstream
sectors of pulp industry discharges and its toxic effects on Homo sapiens cells is
insufficiently studied. In this context, organisms also respond to the environment
when are exposed to compounds that can alter their metabolism, for which they
have the biochemical machinery to metabolize xenobiotics. This is mainly based
on the expression of enzymes of the CYP450 family, which by oxidation deactivate
PAHs inside the cell. CYP expression depends of other proteins such as Aryl
Hydrocarbon Receptor and Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator
that upon binding to the xenobiotic end up being transcription factors of the
CYP family genes. Based on the above, we can use CYP as a bioindicator of
environmental contamination since it is expressed under conditions of xenobiotic

stress, particularly PAH.Under this scenario we hypothesized that normal human
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colon cells will express environmental contamination marker proteins upon
exposure to Retene due to their interaction. Using a bioinformatics approach, the
protein ligand interaction was addressed through in silico molecular docking and
dynamics experiments. On the other hand, in wvitro experiments were carried out
using the CCD 841 cell line treated with concentrations of Retene as a model. The
MTT technique was used to evaluate cell viability and the expression of CYP1AT,
CYP1B1 and AHR genes was evaluated by RT-PCR with specific primers. The
bioinformatic results show evidence that there would be poses of Retene in which
its binding to the active site of CYP1A1 and CYP1B1 is energetically favorable
and that this binding would remain stable for a period of time. Cell viability
assays show that the CCD 841 cell line is sensitive to Retene from a concentration
of 5 uM. The expression of AHR, CYP1A1l and CYP1B1 genes shows a trend of
overexpression between 50 uM and 75 uM treatment. These results could give us
evidence to propose that Retene follows the classical xenobiotic metabolization
pathway that ends in the CYP1A1 enzyme expression. To provide more evidence it
is necessary to use techniques with higher resolution power such as Transcriptomics

and Flow Cytometry aiming to obtain data that help in public health sector.

Keywords — Retene, Pulp mill, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, CYP
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Contexto socio-econémico

La contaminacion de los cuerpos de agua dulce no es exclusivamente un problema
local, sino méas bien un problema global. La industria de la celulosa es un negocio
rentable que crece cada ano. Esta industria es responsable por el deterioro en el
uso del agua debido a la cantidad de agua utilizada como también la cantidad
de residuos liquidos que genera, estando en el sexto puesto de las industrias que
generan méas contaminantes liquidos ( , : , :

, ). La industria forestal en Chile se remonta a tiempos de la
colonizacion en el siglo XVI, y ha estado bajo una constante industrializacion y
modernizacion en los ultimos 50 afios ( , ; ,

). En 2018, el sector forestal contribuyé con $US 4,581 billones de dolares
al producto interno bruto (P.I.B) de los cuales $US 4,277 billones vinieron de la
produccion de celulosa, generando 133.769 puestos de trabajo. Ese mismo ano
$US 3,66 billones de dolares fueron exportados mayormente a China, Sur Corea
y Holanda ( , ). La industria forestal gan6 gran importancia
debido a las politicas publicas de la década de los ‘70, generando la llegada de

corporaciones interesadas en la produccion de celulosa que se asentaron en Chile y
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Sudamérica. Las operaciones de la produccion de la celulosa no afectan solamente al
componente medio ambiental, sino que también al entorno socio-cultural mediante
la exclusion en la toma de decisiones de los actores sociales. El efecto negativo mas
reconocido ocurri6 el ano 2005 cuando la poblacién valdiviana de cisnes de cuello
negro se vio afectada producto de emisiones de residuos industriales liquidos al

rio Cruces por la celulosa Arauco ( ,

) )'

b

1.2. Contexto de la industria forestal en la regiéon

del Biobio

En la region del Biobio, la industria dedicada a la produccion de celulosa se
encuentra principalmente en la cuenca del rio Biobio (Fig.1.2.1), el cual tiene
su origen entre las coordenadas 36°45’S; 72°59’ O y 38°20’S; 71°15’ O, con una
longitud de 380 Km., desde su nacimiento de los lagos Icalma y Galletué en la
cordillera de los Andes ( , ). El rio Biobio recibe alrededor de
100.000 toneladas por ano de residuos industriales liquidos, desde la produccion
de pulpa de celulosa y produccion de papel basados en monocultivos de especies

forestales como Pinus radiata y Eucalyptus nitens(

, 2006).

) Y
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Plantas de celulosa en la regién del Biobio
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Figura 1.2.1: Mapa de la region del Biobio.(A)Planta BO- papeles Biobio en la comuna
de San Pedro de la Paz [-36.8383188361583, -73.09415802864011]. (B) Planta Celulosa Arauco y
Constitucion S.A en la comuna de Arauco [-37.211166, -73.225725]. (C) Planta CMPC Pulp SPA
en la comuna de Laja [-37.28611306653319, -72.71076150053781]. (D) Planta CMPC Pulp SPA
en la comuna de Nacimiento [-37.50956251633864, -72.65334352055166]. Imagen de elaboracion
propia.

f Por otro lado, la cuenca del rio Biobio representa un sistema complejo debido a
la diversidad de especies que cohabitan. A nivel nacional, el rio Biobio adquiere
una gran importancia en el desarrollo econémico, ya que no solo la industria de la
celulosa hace uso de la cuenca, sino que también la agricultura, la industria de
la refineria y las hidroeléctricas. Por lo tanto, la cuenca del Biobio representa
un mosaico de actividades, habitantes y diversidad biologica ( , ).
Finalmente es importante agregar que existen cinco plantas de produccion de
celulosa en la region del Biobio (Tabla 1.2.1). Estas plantas contribuyen a los
niveles de empleo e industrializacion de las areas, generando el 15,8 % del P.I.B y
7,765 empleos ( , ; , ). Por el contexto descrito
anteriormente es prioridad considerar el impacto de la actividad forestal, en
particular la producciéon de celulosa, mediante la composicion de los residuos

industriales liquidos que genera y como puede alterar la dindmica medioambiental.
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Cuadro 1.2.1: Plantas de produccién de celulosa en la regién del Biobio

Producciéon Ubicaciéon
Planta celulosa Tipo
(tons) (Comuna)
BO Paper Biobio SA Termoquimica 125000 San Pedro de la Paz
Celulosa Arauco y Constituciéon S.A  Quimica 790000 Arauco
CMPC Pulp SPA Quimica 330000 Laja
CMPC Pulp SPA Quimica 1500000 Nacimiento

1.3. Residuos industriales liquidos provenientes de
la produccién de celulosa

Los residuos industriales liquidos provenientes de la produccion de celulosa aportan
solidos suspendidos que se originan de la descomposiciéon de la materia organica.
Esto se mide en base a la demanda biologica de oxigeno (DBOj), la cual se
encuentra entre los 400 ©2 a 744™¢ de acuerdo a muestras obtenidas en efluentes
cercanos al rio Biobio ( , ). En la actualidad, la tecnologia aplicada
en la industria ha permitido reducir los niveles de D BOj5 mediante tratamientos
fisico-quimicos que eliminan los s6lidos suspendidos y finalmente tratamientos
biolégicos con el fin de reducir la materia organica ( ) ). Aun asi,
existen algunos compuestos recalcitrantes que resisten los tratamientos biologicos.
Estos compuestos se encuentran presentes en cuerpos de agua dulce receptores
de residuos liquidos industriales interviniendo en la fisiologia y metabolismo de
varios organismos ( , : , : , :

, ). La caracterizacion de los residuos industriales liquidos que se
originan en la producciéon de celulosa es una tarea compleja, incluso mas bien un
problema, ya que constituyen una matriz compleja de compuestos orgénicos. En

esta matriz podemos encontrar compuestos que usualmente estan en la naturaleza
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como taninos, acidos resinicos, lignina, fitohormonas, fitoesteroles y estilbenos.
Simultaneamente hay presencia de compuestos de origen productivo los cuales
son exogenos al ambiente, conocidos como xenobidticos, ya que tienen un origen
antropogénico y se encuentran en altas concentraciones en el ambiente cuando
en la naturaleza su concentracion es baja ( , ). Alguno de
estos compuestos xenobidticos encontrados en residuos industriales con origen en
la produccion de celulosa son ligninas cloradas, fenoles, dioxinas, dibenzodioxinas
policlorinatadas, benzola|pireno, benzoantracenos, benzoflavonas, reteno y una

cantidad de otros hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) ( :

1.4. Mecanismos de metabolizacion de
xenobio6ticos

Cuando se descargan residuos liquidos industriales en rios, con estos compuestos
xenobidticos como constituyentes, estas moléculas sedimentan. El bentos retiene
estas moléculas contaminantes, y son liberadas progresivamente en el habitat
de algunas especies las cuales son expuestas a estos xenobidticos debiendo
expresar la maquinaria molecular para metabolizar estos compuestos y mantener la
homeostasis. En general los xenobidticos que alteran el normal funcionamiento de
los organismos se les llama disruptores endocrinos (DE), estos alteran directamente
la produccién, secreciéon y metabolismo de algunas hormonas, mediante un efecto
mimético, produciendo por ejemplo problemas de obesidad y cambios epigenéticos
en generaciones posteriores ( , ; , ;

, : , ). Los xenobidticos pueden entrar
a la célula mediante transporte pasivo, por ejemplo, una vez en el citosol, un
HAP se une al receptor de hidrocarburo de arilo (RHA), generando una senial que

termina en la expresion de la proteina Citocromo P450 (CYP). RHA pertenece a
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la subfamilia bHLH de factores de transcripcion (basic Helix-Loop-Heliz). Este
forma un complejo citosélico con dos proteinas, una de 90-kDa (HSP90) y otra
proteina llamada XAP2 de 36-KDa ( , ; ,

; , ). El mecanismo consiste en que el xenobidtico se
une a RHA como un agonista, al formarse el complejo xenobiético-RHA migra
al nacleo y forma un dimero con otra proteina llamada Traslocador nuclear del
receptor de hidrocarburo de arilo (TNRHA) disociandose de las proteinas HSP90
y XAP2 que acompanaban a RHA anteriormente ( , ;

, ). TNRHA lleva el complejo proteina/ligando formado entre el HAP
y RHA (Fig.1.4.1) hacia regiones del ADN llamadas elementos de respuesta a
dioxinas (ERD) ( : ). ERD son secuencias consenso en las regiones

promotoras de los genes como CYP1A1 ( . ), promoviendo la expresion

de enzimas requeridas para la degradaciéon de compuestos xenobidticos.

1 Membrana plasmatica
.'1'._.i?EIC:IJI‘.\'?DL‘.ZJ‘C'«I]IIC?H(!DIIC:!JIIOIJ[::JnC:iJnC?LIEI Lt 2l 11 1Rl il iR iRl 12 21 R 2 130 )

I
23880800 §SES 0SS ESeReERRaseese e neaesaednsendansasaaseenaenaeeen

Figura 1.4.1: Diagrama de la expresion de CYP450 inducida por HAP como
benzo(A)pireno. HAP entra a la célula por transporte facilitado. Este promueve la expresion
de los genes CYP1A1 y CYPIBI a través de la coordinacion entre RHA, TNRHA y BJa]P. Este
complejo es traslocado al ntcleo donde se une a ERD corriente arriba de los genes CYP, siendo
un factor de transcripcion en CIS. Imagen de elaboracion propia.
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CYP es una enzima altamente conservada en el reino animal, presenta un grupo
Hemo y usa NADPH como cofactor (Fig.1.4.2). Esta enzima participa en la
degradacion de xenobidticos mediante la catabolizacion de una reacciéon de
mono-oxidacion ( , ). Por otro lado, CYP es una
superfamilia que incluye méas de 13,000 genes agrupados en 400 familias. En
Homo sapiens al menos 57 genes y 58 pseudogenes se agrupan en 18 familias y 44
subfamilias documentadas. Las familias 1-3 de los genes CYP son las mas activas
y su expresion y actividad estdn concentradas en el higado para metabolizar
compuestos organicos ( , ). Por esta razon, estas enzimas
son utiles como marcadores moleculares de la calidad ambiental ya que se sobre-
expresan en organismos expuestos a xenobidticos en sus habitats. En general

los estudios ambientales y toxicologicos miden la actividad o expresion de las

isoformas de CYP como son CYP1A1 o CYP1B1 ( , ;

Figura 1.4.2: Estructura de la proteina Citocromo P450 (CYP1A1). Obtenida desde el
Protein data bank ID:418V ( , ). En color rojo se observa las cadenas a-Hélices,
en azul las cadenas B-plegada y en purpura el grupo Hemo con un atomo central de Fet2.
Imagen de elaboracién propia.
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Posterior a la metabolizacién de un HAP, los epoxidos formados por la accion
de CYP, pueden pasar desde el citoplasma hacia el nucleo y reaccionar con el
ADN, generando lo que se conoce como aducto. Los aductos se forman por un
enlace covalente del carbono del grupo bencilo del xenobiético y el grupo amino
en residuos desoxiadenosina y desoxiguanosina ( , ;

, ; , ; , ). Cuando el ADN se replica, el

aducto interfiere generando mutaciones con el potencial de desarrollar neoplasias

( ) ? ) Y ) Y )

1.5. Riesgos a la salud humana asociados con el
reteno

El Reteno (1-metil-7-isopropil fenantreno) es un HAP formado desde esqueletos de
abietano por procesos de combustion, como quema de madera (Fig.1.5.1). Por esta
razon, es un marcador molecular de contaminacién ambiental. Cuando se somete el
abietano a procesos de altas temperaturas este compuesto se reduce generalmente
transforméndose a Reteno y es considerado como un nuevo compuesto con actividad
toxica para el metabolismo ( , ; , ;

, ). El Reteno ha sido encontrado en lagos y sedimentos donde no
hay actividad antropogénica en concentraciones de nanogramos por gramo seco
de sedimento, esto por un proceso de aromatizacion de acidos abiéticos inducido
por bacterias ( , ; , ). Estas concentraciones
aumentan en varios 6rdenes de magnitud en sedimentos localizados corriente

abajo de emisarios de residuos industriales liquidos originados en la produccion

ug
de celulosa, alcanzando concentraciones de 1300— ( , ;
g

, ). Estudios en vertebrados acuaticos como Danio rerio,

Oncorhynchus mykiss v Xenopus Tropicalis asociados con compuestos aroméaticos
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como el Reteno y Bla]P han arrojado actividad disruptiva en varios procesos
metabolicos, incluidos apoptosis, teratogénesis, crecimiento celular, adhesion
y motilidad celular, desarrollo cardiovascular, metabolismo de xenobidticos,
transporte y metabolismo de lipidos y metabolismo de aminoacidos ( ,

, ). Pocos estudios se han realizado para dilucidar el efecto del reteno
en humanos, en parte porque el Reteno no se encuentra en la lista de HAP con
potencial carcinogénico que el gobierno de USA monitorea mediante su agencia
de proteccion ambiental (US-EPA) ( , ). La citotoxicidad ha
sido evaluada en células de pulmén humanas tratadas con una concentracion de
reteno al 3079 durante 72 horas evidenciando muerte celular y estrés oxidativo
( , j , ). En la linea celular HEpG2 de
higado se determiné que el Reteno se metaboliza en 24 horas a través de la ruta
de las ortoquinonas donde la expresion de CYP450 es estimulada ( ,

).En células de neuroblastoma sk-n-sh expuestas a concentraciones de 0-40uM
de reteno presentaron un aumento en la produccion de especies reactivos del
oxigeno (ROS) y una sobreexpresion de los genes SOD2, BACH2 y BAX los cuales
participan en la muerte celular mediante apoptosis bajo estrés oxidativo (

, ). En células humanas epiteliales de bronquio (BEAS-2B) se trataron
con material particulado con Reteno. Este tratamiento gener6 una disminucion en
la viabilidad celular, aument6 la muerte celular via apoptosis y produjo un alza

de estrés oxidativo al ser expuestas por 72 horas ( , ).
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Figura 1.5.1: Imagen de la topografia del reteno. Presenta un grupo metilo en el carbono
1, y un grupo isopropilo en el carbono 7, mientras que el cuerpo central es un fenantreno. Imagen
de elaboracién propia.

En la region del Biobio el indice de mortalidad desde el ano 2000 ha incrementado
( , ; , ). Algunos tipos de céncer como el de pulmén
y gliomas tienen prevalencia debido a factores de riesgo ambientales, asociados
con la actividad econdmica, principalmente la industria forestal y la agricultura,
ya que exponen a la poblacion a residuos quimicos que forman parte del proceso
productivo ( , ; , ; ) ;

, ). En base a los antecedentes expuestos, es plausible suponer
que la industria forestal por medio de la producciéon de celulosa podria provocar
algin impacto en la salud humana mediante la generacién de xenobioticos, estos
originados en el proceso productivo (Fig.1.5.2). Por las caracteristicas de los
efluentes producidos en la elaboraciéon de la celulosa y el poco interés por estudiar
estos compuestos es que existen xenobibdticos de los cuales no conocemos su

impacto, sino mas bien suponemos su potencial impacto.
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Figura 1.5.2: Efecto de los residuos industriales liquidos sobre la salud humana
(1) La produccion de celulosa es una de las actividades industriales mas importantes de la
region del Biobio y su proceso productivo genera una gran cantidad de contaminantes como
fitoesteroles, benzo[A|pireno y compuestos orgénicos policiclicos, llamados xenobio6ticos.(2) Los
xenobiodticos pueden ser absorbidos en el epitelio intestinal e.g colon y ser acumulados en el
organismo a través de las diversas actividades de uso del agua.(3) (3a) Una vez que el xenobiotico
entra a la célula, (3b)este forma un complejo con el receptor de hidrocarburo de arilo (RHA)
(PDB ID:5NJ8).(3c) Luego este complejo es traslocado al nicleo por el traslocador nuclear de
RHA (TNRHA), formando el complejo xenobi6tico-RHA /TNRHA (PDB ID:5Y7Y) que se une
a elementos de respuesta a dioxina (DREs) y promueve la expresion de genes de la familia
Citocromo P450(CYP) (PDB ID: 4I8V).(3d) Finalmente, una vez que la célula sintetiza la
proteina, el xenobidtico es degradado. Imagen de elaboraciéon propia.

Teniendo en cuenta que el reteno es un xenobidtico con potencial carcinogénico,

consecuentemente podemos plantear la siguiente pregunta de investigacion:

{Coémo afectari la exposicion de concentraciones de Reteno a la
expresion de biomarcadores como CYP1A1l y CYP1B1 en células de

colon?
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1.6. Hipotesis

En base al estado del arte y la pregunta de investigacion podemos proponer la

siguiente hipotesis:

Células humanas de colon normal tratadas con reteno causa un aumento
en la expresion de proteinas marcadoras de contaminacién ambiental

producto de su interaccion.

1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Establecer si el reteno, compuesto originado en la produccion de la celulosa, causa

toxicidad en células humanas de colon

1.7.2. Objetivos especificos

1.- Determinar mediante métodos bioinformaticos la interacciéon proteina ligando

entre CYP y reteno.
2.- Determinar la sensibilidad de células humanas de la linea CDD 841 al reteno.

3.- Determinar la expresion de CYP1A1, CYP1B1 y AHR en células humanas

tratadas con Reteno.



Capitulo 2. Metodologia 13

Capitulo 2

Metodologia

2.1. Ensayos in stlico

2.1.1. Interaccién in silico proteina - ligando

Con la finalidad de identificar por medio de una técnica in silico la posible
interaccion entre el Reteno y el sitio activo de la enzima CYP fue ejecutado
un protocolo de acoplamiento molecular mediante el programa Autodock Vina
( , ), configurando una caja experimental de 20 A con el fin de
situar el experimento en el sitio activo de la enzima CYP que contiene el grupo
Hemo. Las proteinas fueron configuradas como receptores rigidos. Las estructuras
cristalizadas de CYP1A1l y CYP1B1 fueron obtenidas desde el protein data
bank (https://www.rcsb.org/) bajo los codigos 418V y 3PMO respectivamente. Los
ligandos fueron obtenidos desde la base de datos Pubchem (https://pubchem.nchi.
nlm.nih.gov/); Reteno (Pubchem ID: 10222), Benzo|a|Pireno (Pubchem ID:2336)
y Hexabenzocoronene (Pubchem ID: 66107). Las diferentes poses del ligando
obtenidas fueron categorizadas segtuin su afinidad predichas por el programa en
unidad de % Se entendera como pose a la ubicaciéon y posiciéon que el ligando

adopta en un espacio tridimensional segiin nomenclatura.


https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

14 2.1. Ensayos in silico

Pub@ihem =4 p] A .-
. rLIES oo W e
IATA BAMNE v ¥ ” YL
Q ,,,:‘Dm ‘
PDB 4 .'-s o A,
SDF — . o

Figura 2.1.1: Esquema del protocolo bioinforméatico para la producciéon de los
acoplamientos moleculares. Primero las moléculas que actiian como ligandos fueron
descargadas desde la base de datos Pubchem y las estructuras tridimensionales de las proteinas
que actian como receptores fueron obtenidas desde la base de datos Protein Data Bank. Los
archivos correspondientes a los ligandos y proteinas fueron utilizados como input del programa
AutoDock vina y los resultados de la simulacion fueron visualizados en Pymol.

Para conocer la naturaleza de la interaccion entre ligando y proteina de una forma
maés realista, fue elaborada una dindmica molecular, producida con el programa
NAMD ( , ) utilizando el campo de fuerza ChARMM36. Fueron
preparadas las estructuras de CYP para la dinamica molecular de acuerdo al
siguiente flujo de pasos. Primero, los hidrégenos fueron anadidos a las moléculas.
Posteriormente la molécula fue solvatada bajo los parametros TIP3P. Luego las
moléculas fueron ionizadas, anadiendo iones Cl- permitiendo la neutralizacién
de las cargas. El sistema fue minimizado por un periodo corto de 2000 pasos.
Finalmente, la dinamica molecular fue producida para poder medir la distancia
media cuadratica minima (RMSD) entre el grupo hemo y el ligando, durante un

periodo de 1 ns, de acuerdo a los protocolos establecidos ( , ).

5 4 e S .. I
' CYP1A1 AN M‘m
) | I
FI 11{ Ligandos

CYP1B1 ©

Figura 2.1.2: Las estructuras cristalizadas de las proteinas fueron descargadas desde el protein
data bank, y los ligandos desde Pubchem. Los archivos fueron sometidos a control de calidad
para asegurar la correcta entrada al programa NAMD en el cual fue ejecutada la dinamica
molecular. Por ultimo, las trayectorias fueron graficadas para evaluar el comportamiento de
CYP1A1l y CYP1BI1 con los ligandos.
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2.2. Ensayos in vitro

2.2.1. Cultivo celular

La linea celular CCD 841 CoN se adquiri6 de forma comercial con el fin de
utilizarlas en los ensayos celulares. Estas células fueron cultivadas con medio de
cultivo DMEM (HyClone) suplementado con suero bovino fetal 10 %, fungizona,
antibioticos penicilina/estreptomicina y aminoécidos no esenciales. La incubacion
de ambas lineas celulares fue realizada en una estufa de cultivo a 37°C con CO2 al

5% hasta que los cultivos celulares alcanzaron una confluencia superior al 70 %.

2.2.2. Compuesto con actividad toxica

El compuesto reteno fue comprado al laboratorio Acros Organics en Bélgica. Este
fue preparado en una solucion stock de 1004 en dimetilsulféxido (DMSO), para

su posterior utilizacion ( : ).

2.2.3. Determinacion de la viabilidad de células normales

de colon tratadas con reteno

Con el proposito de determinar la viabilidad celular frente a un tratamiento
de reteno fue realizado un ensayo de dosis letal media por un periodo de 24
horas (24-h LC5p) en la linea celular CCD 841. Para obtener estos datos fue
preparada una diluciéon seriada de reteno de 10 M, 20 uM, 30 uM, 40 uM y
50 uM como tratamientos. La obtencién de los datos de viabilidad celular, fue
realizada a través del método colorimétrico MTT ( , ), el cual se
basa en la capacidad que tienen las deshidrogenasas mitocondriales de las células
metabolicamente activas de reducir la sal de tetrazolium (MTT), de color amarillo
e hidrofilica, a un compuesto hidrofébico (formazan), de color azul oscuro. El

MTT captado por las células fue solubilizado con DMSO para formar formasan.
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La absorbancia de cada muestra es directamente proporcional al niimero de células
viables. Como parte del protocolo fue preparada una soluciéon Stock 12mM de
MTT (Sigma) disolviendo 5 mg de reactivo MTT en 1 mL de tampoén fosfato
salino (PBS) estéril en un tubo d&mbar de 2 mL con el propoésito de evitar la
fotodegradacion del compuesto. El ensayo se realizoé en células CCD 841 CoN
tratadas con reteno, en las concentraciones previamente descritas durante un
periodo de 24 horas. A cada pocillo fue anadido medio medio de cultivo DMEM
fresco sin rojo fenol (Santa Cruz) suplementado con MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a una concentracion de 1mM por pocillo.
Después de 4 horas, los cristales de formazan formados fueron disueltos en DMSO,
y la absorbancia fue registrada en un espectrofotometro (Tecan, modelo infinite
200pro) donde la longitud de onda de lectura fue de 570 nm. La absorbancia
medida fue graficada mediante el software estadistico R aplicando un modelo de

dosis-respuesta ( , ) .

2.2.4. Expresion de genes marcadores de contaminacién

2.2.4.1. Extraccion de ARN

Las células CCD 841 fueron tratadas con los siguientes compuestos: Reteno a
concentraciones de 50 uM y 75 M, Doxorubicina 5 uM como control positivo y
DMSO al 0.1 % como control negativo. Todos los tratamientos fueron aplicados
durante un periodo de 24 horas ( , ). Al terminar el
tratamiento fue retirado el medio de cultivo con el compuesto correspondiente,
seguido de un lavado con PBS y centrifugado por un periodo de 5 minutos a
10,000g. Una vez obtenido el sobrenadante, el ARN total fue extraido a través
del método del Trizol ( ; ). A la fase acuosa, que
contiene el ARN; le fueron adicionados 250 ul de isopropanol e incubado durante
10 minutos a temperatura ambiente, para luego centrifugar a 10,000g por un

periodo de 10 minutos a una temperatura de 4° C. El sobrenadante fue descartado,
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al pellet obtenido fue agregado 500 ul de etanol al 75% ? y centrifugado a
10,000g por 5 minutos. El pellet obtenido fue secado a temperatura ambiente y
disuelto en 30 pL de agua con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% % (calentada
a b8 C y esterilizada previamente a 120°C). La concentracion del ARN obtenido
fue determinada midiendo la absorbancia a 260 nm. La integridad del ARN
se corrobor6 de la relaciéon de absorbancia %, asi como también mediante su
visualizacion por electroforesis en gel de agarosa al 1% 2 en tampon TAE (Tris
40 mM; acido acético 20 mM; EDTA 1 mM, pH 8) al 1% * con bromuro de etidio

0.5 gml.

2.2.4.2. Obtenciéon de ADNc a partir de ARN total

La obtencion de ADN complementario (ADNc) fue realizada mediante
transcripcion reversa (RT-PCR), utilizando para ello el sistema de transcripcion
reversa Improm-II Reverse Transcription System (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para este ensayo se utilizaron 5 ug del ARN total a
una concentracion final de 100 gml, en un volumen final de 5 ul. Posteriormente,
la mezcla fue incubada en un termociclador (Bioer, TC-96/G/H(b)), a una
temperatura de 70° C por 5 minutos y luego a 4° C por 5 minutos, con el
objetivo de linealizar el RNA (mezcla de linealizacion). A este ARN linealizado le
fueron anadidos los siguientes reactivos: Tampon de reaccion 5X al 20 % 2, MgCI2
4.5 mM, dNTPs 0.5 mM, inhibidor de RNAsa 5 ul, 1 pl transcriptasa reversa al 5 %
2y agua estéril hasta alcanzar un volumen final de 15 pl. La mezcla fue procesada
a un ciclo de PCR de 25 °C durante 1 minuto, 42 °C por 60 minutos y 70 °C por
15 minutos, en un termociclador (Bioer, TC-96/G/H(b)). El ADNc obtenido fue
cuantificado por absorbancia a 260 nm y su integridad fue determinada mediante
260

la relacién de absorbancia 250"
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2.2.4.3. Amplificaciéon de genes marcadores de contaminaciéon por PCR

El siguiente objetivo de la técnica fue amplificar el producto de PCR a partir
de ADNc. Para este proposito fue utilizada la enzima GoTaq Flexi (Promega)
siguiendo las indicaciones resumidas en las tablas 2.2.2 y 2.2.3. Los partidores
utilizados, su temperatura de denaturacion y el tamano esperado del producto
obtenido fueron resumidos en la tabla 2.2.1. Los productos de PCR obtenidos
fueron visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% ¥ con
bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 -4, siendo el tiempo de corrida
40 minutos a 70 Volts. Las fotografias de los productos obtenidos por PCR, fueron
visualizadas en un transiluminador UV (Vilber lourmat, AAR 5047). Finalmente,
la expresion de los genes marcadores de contaminacion fue evaluada por medio
de una densitometria realizada a las imagenes de los geles mediante el software
ImagelJ ( : ) v la intensidad de la senal graficada en el software

estadistico R project ( , ).

Cuadro 2.2.1: Partidores utilizados para obtener productos PCR de los genes CYP1A1,
CYP1B1 y Receptor de Hidrocarburo de Arilo (RHA). Fue indicado el tamafo del producto
PCR obtenido y la temperatura de melting(Tm).

Partidores
Gen Sentido Antisentido Tamano producto Tm (°C)
CYP1A1 5'TTCGTCCCCTTCACCATC’3 5 CTGAATTCCACCCGTTGC’3 302 pb 56
CYP1B1 5 CACTACTCGGAGCACTGGAA '3 5 AAACACACGGCACTCATGAC’3 224 pb 59
RHA 5 CTTCCAAGCGGCATAGAGAC '3 5 AGTTATCCTGGCCTCCGTTT’3 198 pb 60

B-Actina  5’GAGGCCCAGAGCAAGAGAG’3 5’ GGGGGTGTTGAAGGGTCTCAAA’3 221 pb 59
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Cuadro 2.2.2: Reactivos y volumen utilizado en la reacciéon de PCR con los partidores descritos.

El Master mix contiene GoTaq flexi 5X, MgCl2 (25 mM), dNTPs (10 mM)

GENES

Reactivos
Master mix
Partidor Sentido (10 pl)
Partidor Antisentido (10 ul)
ADNc

H50

CYP1A1 CYP1B1 RHA

12.5 pl
1 pl
1 pl
1 pul

9.5 pl

12.5 pl
1 ul
1ul
1 ul

9.5 ul

12.5 pl
1 pl
1 pl
1 pl

9.5 pl

Cuadro 2.2.3: Programa de PCR para obtener productos de los genes amplificados a partir de

ADNe.

N° ciclos Etapa CYP1A1 CYP1B1 RHA

1 Denaturacion inicial  95° C /5 min 95° C / 2 min 95° C / 2 min
Denaturacion 95°C / 1min 95°C / 1min 95°C /1 min

30 Alineamiento 56°C / 1min 59°C /1min 60°C /1 min
Extension 72°C /1min 72°C /1min 72°C /1 min

1 Extension final 72°C /5min 72°C /5 min 72° C / 10 min

1 Término 4°C /0
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Figura 2.2.1: Resumen metodologia in vitro. (A) Corresponde a los tratamientos utilizados
con disoluciones de reteno con el objetivo de obtener datos de viabilidad celular mediante
MTT. (B) Tratamientos a células normales de colon para extraer ARN mediante Trizol. (C)
Finalmente del ARN total convertir a ADNc¢ mediante RT-PCR y su posterior analisis por PCR

y cuantificacion de estos productos por densitometria.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Ensayos in silico

3.1.1. Determinar mediante métodos bioinformaticos la

interacciéon proteina ligando entre CYP y reteno

Con el proposito de responder si existe algin tipo de interacciéon molecular entre
la principal proteina de metabolizacion de xenobiéticos, CYP, y el hidrocarburo
policiclico Reteno, se realizdé una aproximacion bioinformatica mediante estudios
de acoplamiento molecular y dindmica molecular. Como parte secuencial del
experimento, en primera instancia, se llevd a cabo un acoplamiento molecular
entre dos isoformas de CYP (CYP1A1 y CYP1B1) y los hidrocarburos aromaticos
policiclicos Reteno como tratamiento, Bla|P como control positivo y el compuesto
Hexabenzocoroneno (HBC) como control negativo (Fig. 3.1.1). Teniendo en
consideracion, que el tamano entre Reteno y Bla|P es relativamente similar,
y que HBC es mayor en 2.1 Aen longitud entonces, se esperaria que por motivos

de tamano el acoplamiento molecular entre HBC y CYP1A1 o CYP1B1 no se

kcal
mol

favorece energéticamente resultando una energia de uniéon (%%) positiva. De este

modo podemos utilizar HBC como control negativo.
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11.4 11.5 13.5

Figura 3.1.1: Hidrocarburos aromaticos policiclicos utilizados en el experimento. Las
estructuras de A) Reteno, representado en azul tiene una longitud de 11,4 A; B) La molécula
B[a]P, en calipso, tiene una longitud de 11,5 A. C) Hexabenzocoroneno, en verde, tiene una
longitud de 13,5 A. La linea discontinua representa la distancia medida desde atomo a &tomo.
Imagen de elaboracién propia.

Para realizar los experimentos de acoplamiento molecular, en primer lugar, se
debieron convertir los formatos de las moléculas que se utilizaron como ligandos.
Esto se ve reflejado en las siguientes lineas de coédigo que se emplearon para
ejecutar el programa en el sistema operativo Linux con sus respectivos archivos
de configuraciéon. A modo de ejemplo, se muestra el procedimiento para los
acoplamientos entre ligandos y CYP1A1 con su respectiva cuadricula de trabajo

(Fig.3.1.2).

$!/bin/bash

# Preparacion de Ligandos #EHHAAAAAAARBBEBBRBRHHRAAAAARAARBRBRBHIHAH

# Codigo utilizado para convertir el tipo de formato: de sdf a mol

obabel -isdf retene.sdf -omol -0 retene.mol -h

obabel -isdf hbc.sdf -omol -0 hbc.mol -h

obabel -isdf bap.sdf -omol -0 bap.mol -h

# Codigo empleado para ejecutar el acoplamiento molecular #######H#H
/home/eulogy/Escritorio/AGGg/programas/autodock_vina_1_1_2_linux_x86/bin/vina
— --config /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/config_lal_bap.txt

— --log lal_bapout
/home/eulogy/Escritorio/AGGg/programas/autodock_vina_1_1_2_linux_x86/bin/vina
— --config /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/config_lal_retene.txt
— --log lal_reteneout
/home/eulogy/Escritorio/AGGg/programas/autodock_vina_1_1_2_linux_x86/bin/vina
— --config /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/config_lal_hbc.txt

— --log lal_hbcout
HURBBRRARBRRRGRRARBRRRGRRARRRRRGRRRRRRR BB RRARRRRRBRRRGHRA BB R R R H
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#u####### Archivo de configuracion del programa ###########FLEEHEE

receptor = /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/rig_lal_1.pdbqt
ligand = /home/eulogy/Escritorio/AGGg/ligandos/retene/retene_1.pdbqt
out =

< /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/resultados_dock/lal_retene.pdbqt
log =

— /home/eulogy/Escritorio/AGGg/protein/cyplal/resultados_dock/lal_retene.log
center_x = -18.917

center_y = 42.861
center_z = -34.000
size_x = 17
size_y = 17
size_z = 17
exhaustiveness =8

num_modes = 9

Figura 3.1.2: Area de experimentaciéon alrededor del sitio activo de la enzima
CYP1A1. Representacion realizada en el programa Pymol de la cuadricula utilizada con el
proposito de definir el espacio del experimento en el sitio activo de la enzima, donde se encuentra
el grupo Hemo representado por esferas. De color rojo, la esfera indica el &tomo de Fet? rodeado
de 4 esferas azules que representan los atomos de Nitrogeno. Imagen de elaboracion propia.

3.1.1.1. Acoplamiento entre CYP1A1 y Reteno

El resultado de esta interaccion se refleja en que la energia de union correspondiente

a la pose (coordenadas del ligando en el espacio tridimensional) y el sitio activo es

de -12.9 ]jﬁzll Esto quiere decir que existe una pose que puede entrar al sitio activo
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Cuadro 3.1.1: Interacciones entre CYP1A1l y Reteno determinadas por el acoplamiento
molecular dirigido en el sitio activo de la enzima

CYP1A1 Tipo interaccion ~ Residuo  Distancia (A)
Reteno Hidrofébica PHE - 123 3.58
PHE - 224 3.76
PHE - 258 3.64
ALA - 317 3.76
PHE - 319 3.99
THR - 321 3.72
ILE - 386 3.52
Apilamiento en 7 PHE - 224 3.75
PHE - 224 3.68

de la enzima de forma favorable. Por otra parte, se encontraron interacciones
proteina-ligando de tipo hidrofobicas entre el Reteno y los aminoacidos Fenilalanina,
Alanina, Tirosina e Isoleucina. Estos aminoacidos, son parte del sitio activo, y
las distancias hacia el Reteno varian en un rango entre 3 A - 4 A (Tabla 2).
También se encontré una interaccion de tipo apilamiento - 7 entre el aminoécido
Fenilalanina-224 y uno de los anillos del antraceno que componen el esqueleto
ciclico del Reteno (Tabla 3.1.1). Esta dltima interaccion tiene una distancia de 3.47
A y 3.68 A respectivamente. Se puede apreciar graficamente que el Reteno entra
al sitio activo sorteando el espacio inter cadenas que obstaculiza la entrada, a una

distancia que le permite establecer interacciones con el sitio activo (Fig.3.1.3).
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ILE-386
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Figura 3.1.3: Representacion del Reteno y sus interacciones con los aminoacidos
que componen el sitio activo de CYP1A1.En el panel A) se muestra el Reteno, en color
amarillo rodeado de su nube electrostatica, acompanado de lineas intermitentes que indican
la interaccion entre ligando y la proteina. Alrededor del ligando, se sitdan los aminoacidos
Tirosina-321, Alanina-327, Isoleucina-386 y las Fenilalaninas-123,-258 y -319; interactuando de
forma hidrofobica, mientras que la Fenilalanina-224 de forma de apilamiento - 7. En el panel B),
se muestra el renderizado de la superficie de CYP1A1, enfocado en profundidad el sitio activo,
el grupo Hemo, y su cercania al ligando estudiado de color verde.

3.1.1.2. Acoplamiento entre CYP1A1l y BJa]P

El estudio de la interaccion entre Bla|]P y CYP1A1 tuvo como objetivo obtener
un parametro de como se comportaria una molécula de similares caracteristicas
al Reteno , en cuanto a sus efectos en células de mamiferos y estudios in vivo.
El ligando Bla|P mostro6 similares interacciones que el Reteno, bajo las mismas
condiciones (acoplamiento molecular dirigido al sitio activo). Para estos efectos, los
aminoacidos que componen el sitio activo e interaccionan de forma hidrofébica con
Bla|P son Fenilalanina en las posiciones 123, 224 y 258, Asparagina-313, Alanina-
317, Isoleucina-386, Leucina-496. Se encontraron apilamiento - 7 correspondientes
a la Fenilalanina-123 y 224 (Fig. 3.1.4) Las distancias entre las interacciones, al

igual que las obtenidas con Reteno, van en un rango de 3 A - 4 A (Tabla 3.1.2).
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PHE-224
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Figura 3.1.4: Representacion del B[a]P y sus interacciones con los aminoacidos que
componen el sitio activo de CYP1A1.. En el A) se muestra B[a]P, en color verde rodeado
de su nube electrostatica, acompanado de lineas intermitentes que indican la interaccion entre
ligando y proteina. Alrededor del ligando se sitiian los aminoécidos Fenilalanina en las posiciones
123, 224 y 258, Asparagina-313, Alanina-317, Isoleucina-386, Leucina-496 interactuando de
forma hidrofébica, mientras que la Fenilalanina-123 y 224 en la forma de apilamiento -7. En el
panel B), se muestra el renderizado de la superficie de CYP1A1, enfocado en profundidad el
sitio activo, el grupo Hemo, y su cercania al ligando estudiado, es este caso Bla]P representado
en color verde.

Cuadro 3.1.2: Interacciones entre CYP1Al y el compuesto B[a]P determinadas por el
acoplamiento molecular dirigido en el sitio activo de la enzima.

CYP1A1 Tipo interaccion ~ Residuo  Distancia (A)

Bla|P Hidrofobica  PHE - 123 4.0
PHE - 224 3.64

PHE - 258 3.57

LEU - 312 3.73

ASP - 313 3.94

ALA - 317 3.68

ILE - 386 3.52

LEU - 496 3.99

Apilamiento en 7 PHE - 123 4.83

PHE - 224 3.83
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3.1.1.3. Acoplamiento entre CYP1B1 y Reteno

La Isoforma CYP1B1 también se expresa al momento de metabolizar xenobidticos,
por esta razon, parece prudente observar si existe alguna relacion in silico entre

la enzima y los ligandos anteriormente utilizados en los ensayos de acoplamiento

kcal
mol

molecular. La energia de uniéon determinada fue de -11.3 , por lo que la pose
encontrada permite favorablemente la entrada al sitio activo de la enzima, situando
al Reteno frente al grupo Hemo e interactuando con los aminoacidos circundantes

al sitio activo (Fig. 3.1.5). Estas interacciones con dichos aminoécidos solo fueron

del tipo hidrofébicas (Tabla 3.1.3).

ILE-399) '

ALA-133

VAL-3
QTHR-BB-‘I

ASP-326

PHE-134
A B

Figura 3.1.5: Representacion del Reteno y sus interacciones con los aminoacidos
que componen el sitio activo de CYP1B1.. En el panel superior se muestra el Reteno,
en color amarillo, acompanado de lineas intermitentes que indican la interacciéon entre ligando
y proteina. Alrededor del ligando se sittian los aminoacidos Fenilalanina-134, Isoleucina-399,
Leucina-509, Asparagina-326, Glicina-329, Tirosina-334 y Valina-395 que interactiian de forma
hidrofébica. En el panel B), se muestra el renderizado de la superficie de CYP1B1, enfocado
en profundidad el sitio activo, el grupo Hemo, y su cercania al ligando estudiado, es este caso
Reteno representado en color rojo.
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Cuadro 3.1.3: Interacciones entre CYP1B1 y Reteno determinadas por el acoplamiento
molecular dirigido en el sitio activo de la enzima.

CYP1B1 Tipo interaccion ~ Residuo  Distancia (A)

Reteno Hidrofébica ALA - 133 3.79
PHE - 134 3.31
PHE - 231 3.95
ASP - 326 3.22
GLY - 329 3.50
ALA - 330 3.81
THR - 334 3.50
VAL - 395 3.45
ILE - 399 3.85
LEU - 509 3.34

3.1.1.4. Acoplamiento entre CYP1B1 y BJa|P

Finalmente, el acoplamiento molecular entre CYP1B1 y Bla|P arroj6 un resultado
de —13.6% correspondiente a la energia de unién del compuesto y sitio activo.
Esta energia nos indica que la pose que adopta el compuesto y la forma de este,
son favorables para entrar al sitio activo y situarse a una distancia que le permita
interactuar con los aminoéacidos que componen el sitio activo (Fig. 3.1.6). Estas
interacciones se presentan de dos tipos: interacciones hidrofébicas y apilamientos -

7 (Tabla 3.1.4).
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Figura 3.1.6: Representacion del B[a]P y sus interacciones con los aminoacidos que
componen el sitio activo de CYP1B1.. En el panel A) se muestra el B[a|P, en color amarillo
rodeado de su nube electrostatica, acompanado de lineas intermitentes que indican la interacciéon
entre ligando y proteina. Alrededor del ligando se sittan los aminoacidos Fenilalanina-134, Valina-
126 y 395, Leucina-509, Asparagina-326 y 333, Glicina-329, Tirosina-334 que interacttian de forma
hidrofébica. La interaccion de tipo apilamiento - 7 estd determinada por la Fenilalanina-231. En
el panel B), se muestra el renderizado de la superficie de CYP1B1, enfocado en profundidad el
sitio activo, el grupo Hemo, y su cercania al ligando estudiado, es este caso Bla|P representado
en color rojo y en rojo el grupo Hemo.

Cuadro 3.1.4: Interacciones entre CYP1B1 y B[a|P determinadas por el acoplamiento molecular
dirigido en el sitio activo de la enzima

CYP1B1 Tipo interaccion ~ Residuo  Distancia (A)

Bla|P Hidrofébica VAL - 126 4.00
ALA - 133 3.28

PHE - 134 3.29

PHE - 231 3.83

ASP - 326 3.70

ASP - 333 3.95

THR - 334 3.33

VAL - 395 3.80

LEU - 509 3.27

THR - 510 3.55

Apilamiento en #  PHE - 231 4.08
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Como se esperaba para el control negativo, el ligando Hexabenzocoronene para

las interacciones entre las isoformas CYP1A1 y CYP1B1 presentaron energias de

unién positivas, 70.7 % y 101.4 % respectivamente. Esto se traduce en que
el compuesto no adquiere la pose adecuada a no ser que se aplique energia, por
tanto, no ocurre espontaneamente. Los valores de energia de uniéon entre ligandos
y enzimas del experimento son resumidos en la Tabla 3.1.5.

Cuadro 3.1.5: Valores de afinidad obtenidos desde los experimentos in silico de acoplamientos
moleculares entres las moléculas receptoras y los ligandos estudiados.

Ligando/Gen CYP1A1 [kcal/mol] CYP1BI1 |kcal/mol]
Reteno -12.9 -11.3
B[a|P 146 1136
HBC 70.7 101.4

3.1.1.5. Dinamica Molecular CYP1A1l y CYP1B1

El experimento in silico de Dindmica Molecular tuvo por objetivo conocer si
existian cambios en los esqueletos de las proteinas al interactuar en una simulaciéon
con un ligando como el Reteno. Para conocer esta interaccion, se calcul6 la raiz
de la desviacion cuadratica media o RMSD (root mean square deviation) entre los
atomos que componen el esqueleto de las proteinas. Este calculo esta representado

[y

por la féormula 3.1.1 donde t representa el tiempo y “x” la posicién del atomo.
1
RMSD(ty,t) = NZ Ixi(t2) — xi(t1)]? (3.1.1)

Para llevar a cabo el experimento se aplico el siguiente codigo en una terminal:

$!/bin/bash

# Codigo para la Dindmica Molecular CYP1A1 - Reteno ########
# Convertir formato de pdb a mol #H#AAAKHHRAAAAAARKHHHRRRRRHE
obabel -isdf retene.sdf -omol -0 retene.mol -h

# Comando para gemerar el complejo en formato psf ###HH####H
vmd dispdev text -e protein_lal.tlc

# Codigo del script utilizado en protein_lal.tlc

# Paso 1: comstrutir proteina - CYP141
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package require psfgen

# Usar archivo de topologia especifico CHARMM36

topology /home/eulogy/Escritorio/AGGg/scripts/charmm_36/top_all36_prot.rtf

topology

< /home/eulogy/Escritorio/AGGg/scripts/charmm_36/stream/prot/toppar_all36_prot_heme.str

topology /home/eulogy/Escritorio/AGGg/ligandos/retene/retene.rtf
pdbalias residue HIS HSD

pdbalias atom ILE CD1 CD

alias residue HEM HEME

#pdbalias atom HOH 0 OH2

#pdbalias residue HOH TIP3

segment P {pdb 4i8v_H_SW.pdb}

coordpdb 4i8v_H_SW.pdb P

regenerate angles dihedrals

segment H {pdb heme.pdb}

coordpdb heme.pdb H

patch PSUL P:457 H:601

segment L {pdb retene_dock_solo.pdb}

coordpdb retene_dock_solo.pdb L

guesscoord

writepdb lal_heme_ret.pdb

writepsf lal_heme_ret.psf

mol load psf lal_heme_ret.psf pdb lal_heme_ret.pdb

quit

#exit

# Codigo para solvatar la proteina #####HHHRHHHHAAAAAAAARAHHHRHIS
vmnd dispdev text -e solvate_lal.tlc
HERRHARRRIRARRHAARGRAAARRHAARS

# PASO 2: Solwvatar proteina

package require solvate

solvate protein_heme.psf protein_heme.pdb -t 10 -o solvated

quit

# Codigo para ionizar la proteina ####

vmd dispdev text -e ionize_lal.tlc
HERBHAARRERARBRHARR R SRR A SRS

# PASO 3: Ionizacidn de proteina

package require autoionize

autoionize -psf solvated.psf -pdb solvated.pdb -is 0.1

quit

# Minimizacion del complejo HHH#AA#AAAAAAAAARRAHHHARAAAAAARAHRRRRIS
namd2 +p 8 min.namd > min.out

# Codigo de configuracion de NAMD para la minimizacion # ########A#
# minimizacion para 2000 pasos

# minimizacion para 2000 pasos

coordinates ionized.pdb

structure ionized.psf
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first time step 0
temperature 0
minimization on
numsteps 2000

# force field

paratypecharmm on
parameters test.prm
#parameters

— /home/eulogy/Escritorio/AGGqg/scripts/charmm_36/par_all36_prot.prm
parameters /home/eulogy/Escritorio/AGGg/scripts/charmm_36/stream/prot/ \\
toppar_all36_prot_heme.str

#mergeCrossterms yes

#parameters

— /home/eulogy/Escritorio/AGGg/scripts/charmm_36/par_all36_lipid.prm
#parameters

— /home/eulogy/Escritorio/AGGqg/scripts/charmm_36/par_all36_carb.prm
#parameters

— /home/eulogy/Escritorio/AGGqg/scripts/charmm_36/par_all36_cgenff.prm
#parameters

< /home/eulogy/Escritorio/AGGqg/scripts/charmm_36/toppar_water_ions_namd.str
exclude scaledl-4

1-4scaling 1.0

switching on
switchdist 8.5
cutoff 10
pairlistdist 12
#PME stuf

cellOrigin 57.56 77.37 10.48

cellBasisVectorl 64.70 00.00 00.00

cellBasisVector2 00.00 93.59 00.00

cellBasisVector3 00.00 00.00 82.47

PME on

PmeGridsizeX 64

PmeGridsizeY 96

PmeGridsizeZ 81

margin 5

# output

outputname min

outputenergies 1000

outputtiming 1000

restartname min_restart

restartfreq 1000

restartsave no

# Comando para ejecutar la Dindmica ########ZALRRRRHHAAAARAAARAHLS
nohup ./NAMD_2.14_Linux-x86_64-multicore/namd2 +p 8 md.namd > md.out

# Descripcion del sistema molecular en archivo de configuracion ##
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3.1. Ensayos in

stlico

coordinates

structure

ionized.pdb

ionized.psf

bincoordinates min_restart.coor

binvelocities min_restart.vel
extendedSystem min_restart.xsc
firsttimestep 0

numsteps 1000000

# force field

paratypecharmm on

parameters test.prm

parameters /home/eulogy/Escritorio/AGGg/scripts/charmm_36/stream/prot/\\

toppar_all36_prot_heme.str

exclude
1-4scaling
switching on
switchdist
cutoff 10
pairlistdist
# integrator
1.0

stepspercycle

timestep

nonbondedFreq
#PME stuff

cellOrigin 57
cellBasisVectorl
cellBasisVector2
cellBasisVector3
PME

PmeGridsizeX

on

PmeGridsizeY
PmeGridsizeZ
margin 5
# output
outputname md
outputenergies
outputtiming
1000

on

dcdfreq

wrapAll

wrapNearest
restartname
restartfreq
restartsave
# Comando para

—

scaledl-4
1.0

8.5

12

20
1

.56 77.37 10.48
64.70 00.00 00.00
00.00 93.59 00.00
00.00 00.00 82.47

64
96
81

1000

1000

on
md_restart
1000

no
transferir archivos desde cluster #H#######A#ZFFAE TSYNC -avT
--progress vmorin@152.74.100.228://home/vmorin/1b1/1b1_reteno.tar.gz

— /home/eulogy/Escritorio/
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# Codigo para el andlisis de trayectoria RMSD en R ###########H
#install.packages("MDplot", dependencies = TRUE)
library(MDplot)
library(gtools)
library(gplots)
#install.packages ("MASS", dependencies = TRUE)
#install.packages("gplots"”, dependenctes = TRUE)
#install.packages("gtools", dependencies = TRUE)
setwd ("/home/eulogy/Escritorio/resultados")
a <- read.delim("lal_sola.dat")
b <- read.delim("lal_rete.dat")
¢ <- read.delim("1bl_sola.dat")
d <- read.delim("1bl_rete.dat")
rmsd(load_rmsd(c("1lal_sola.dat",
"lal_rete.dat",
"1bl_sola.dat",
"1bl_rete.dat")),

— printLegend=TRUE,names=c("CYP1A1","CYP1Al1-Reteno","CYP1B1","CYP1B1-Reteno"),

main="RMSD enzimas CYP1A1 Y CYP1B1")
BUBRRBRRBRBRRBRRBRBRRBRBBR B LR DR BR PR BREBR SRR B RBBR SRR B R BRBRRBR R H

El ligando Reteno se encuentra posicionado en la misma pose resultante del
experimento de Acoplamiento, por lo que, el experimento de Dinamica Molecular
es vinculante. Con respecto al comportamiento de las moléculas en la simulacion
(Fig. 3.1.7), en el caso de CYP1A1 sin ligando se observa que alcanza el equilibrio
prontamente entre los 0 y 0.2 ns y no tiene cambios mayores entre los 0 y 2 nm.
A diferencia de CYP1A1 con el Reteno, el cual se aprecia que llegando a los 0.2
ns presenta un aumento en la diferencia entre su configuracion del esqueleto entre
2 a 12 nm. Por otro lado, con respecto a CYP1B1 sin ligando esta se comporta de
forma contraria, evidenciando un comportamiento oscilante entre la distancia en
que se mueven los &tomos que componen el esqueleto de la enzima y el tiempo que
va transcurriendo en la dindmica molecular. En el caso de CYP1B1 y el ligando
Reteno, linea roja, se comporta similar a como lo hace la proteina CYP1A1 sin

ligando, mostrando entre los 0 y 0.4 ns, el mayor rango de cambio entre 0 y 2 nm.
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RMSD enzimas CYP1A1 Y CYP1B1
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Figura 3.1.7: Grafico de RMSD de la variacién en la posicion promedio de los
atomos en el tiempo de la dinAmica.. La linea de color azul representa la proteina CYP1A1
sola, en verde la proteina CYP1A1 y el ligando reteno. En color amarillo la proteina CYP1B1
sola y finalmente la linea de color rojo indica la proteina CYP1B1 y el ligando Reteno.

3.2. Ensayos in vitro

3.2.1. Determinar la sensibilidad de células humanas de la
linea CDD 841 al reteno
3.2.1.1. Modelo de dosis-respuesta

Para determinar la viabilidad celular de la linea celular CDD 841 de colon, se

utilizé un modelo de dosis respuesta definido por la ecuacion 3.2.1 :

f(d,©) = Ey+ El(ea:p(%l) —1) (3.2.1)

Este modelo representa un ajuste exponencial de los datos de viabilidad celular
obtenidos desde mediciones de absorbancia, aplicados sobre tratamientos con

Reteno a distintas concentraciones, las cuales representan las dosis del modelo. El
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siguiente codigo se empled para generar el modelo anteriormente descrito en el

programa estadistico R:

# Codigo para cargar valores de absorbancia de los experimentos #
setwd ("/home/eulogy/Escritorio/AGGg/DATOS")
datal<-read.table("test3", header = T, sep="\t")
is.data.frame(datal)
datal
HERBHRABRRRRBRRRGRRRRRRRRGRRRRRRRRGRRAGRRRRBRRAGRRARBH BB RRRRBHR RS
## (odigo para cargar paquetes funcionales #H###AHHHAAAAAAAAAAALY
install.packages("lattice", type = "source")
install.packages("mvtnorm", dependencies = TRUE)
install.packages("DoseFinding", dependencies = TRUE)
paquetes<-c("lattice", "mvtnorm", "DoseFinding")
lapply(paquetes, library, character.only = TRUE)
RERRBRRARRHRABHRARBRRABRRARBRRRBRRARRRRRRRRARHRARRRRRBHRARRRRR RS
### Codigo para definir la funcion de Dosis - respuesta #######HHH
models<- Mods(linear = NULL, emax = 0.5, quadratic = -0.17,

doses = c¢(0, 10, 20, 30, 40, 50))
# Cdéstdo para confeccionar la representacion grafico ###A###EHHAH#Y
plot (models)
test <- MCTtest(dosis, Abs, datal, models=models)
HARRRRAARBAARBRAARRAARBRARRRAARBRARRRARRRRARBHRRARRAARRHR A RS
fitemax <- fitMod(dosis, Abs, data=datal, model="emax",bnds = c(0.01,5))
plot(fitemax, CI=TRUE, plotData="meansCI")
HERBHRRABRRRRRRRRGRRAGRRRRBRRRRRRRRRRRRBRRA BB RRRBHRARRRRRRRRR S
# Obtener el wvalor Ed50 desde el modelo #HHHHA#AAAAKHHHRBAAAAAH
fitmax

Dose Response Model

Model: emax

Fit-type: normal

Coefficients dose-response model
e0 eMax ed50
1.8980 -0.7662 5.0000

Degrees of freedom: 33
Residual standard error: 0.4993
HUEBRBRRBRBURBRRBR B BRI RRBRBRR G R BR B LR B RRBR B LR IR BR B LR IR BR B LR B RRGLRY

Basado en esto, el valor ed50 hace alusion al valor asintético donde se encuentra la

mitad, o dicho de otro modo, el 50 por ciento del cambio en el efecto maximo de la
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dosis empleada. Para este experimento, este valor es igual a una dosis efectiva de 5
puM de Reteno (Fig. 3.2.1). El valor e0 representa el promedio de las mediciones del
primer tratamiento, por lo que es el valor de mayor absorbancia correspondiente a
1.8980, indicando que en este tratamiento el nimero de células vivas es el mas
alto, como es de esperar en un control. Finalmente, el valor eMax alude a la
pendiente del modelo, la cual es -0.7662, como se trata de una pendiente negativa,
los tratamientos siguientes al control tienen una tendencia a disminuir el valor de

absorbancia, por lo tanto un menor nimero de células vivas.
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Figura 3.2.1: Modelo exponencial de dosis-respuesta. En el eje Y se encuentran los
valores de absorbancia leidos y en el eje X los tratamientos utilizados desde el control, 0 M al
méaximo de 50 uM. El efecto negativo del 50 por ciento de la dosis empleada se encuentra a 5
1M, se aprecia una tendencia al decrecimiento en los valores de absorbancia relacionados con el
aumento de la concentracion del Reteno empleada en los tratamientos.
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3.2.2. Determinar la expresion de CYP1A1l, CYPIB1 y

RHA en células humanas tratadas con Reteno

3.2.2.1. Expresion del gen Receptor de Hidrocarburo de Arilo (RHA)

El objetivo de este experimento fue establecer si el tratamiento con el compuesto
Reteno presentaba algtin efecto en la expresion del gen RHA, responsable de la
sintesis de la proteina receptora de xenobio6ticos de tipo PHA. Se trataron células
CDD 841 con concentraciones de 50 uM y 75uM de Reteno durante 24 horas,
posteriormente el ARN fue extraido para analizar la expresién del gen mediante
PCR. Aparte de los tratamientos con Reteno, se utiliz6 DMSO al 0.1 % como
control negativo, ya que es el vehiculo de la molécula estudiada, y Doxorubicina
como control positivo del efecto sobre RHA. -Actina se utiliz6 como control
de carga para normalizar los valores de los tratamientos. Los resultados de la
expresion de los genes fueron analizados y graficados en R donde su codigo se
encuentra en la seccion de Anexos (Anexo 1). Los valores de expresion medidos
para el gen RHA con los tratamientos de Reteno fueron entre un 7% y 10%
menores a los controles con medio de cultivo (DMEM) y el vehiculo (DMSO). El
tratamiento con Reteno al 50 M representé un 19.9 % del total de la densidad de
pixeles medidos para el experimento, y el tratamiento con 75 uM de Reteno mostro
un 22.2% (Tabla 3.2.1). Por otra parte, las desviaciones estandar de estos datos
se encuentran en un rango entre 0.025 y 0.034 (Tabla 3.2.2). En la electroforesis
se observo la aparicion de los fragmentos amplificados correspondiente a un peso
molecular de 198 pb (Fig.3.2.2) y se realizo la correspondiente densitometria
representada en un grafico de barras (Fig.3.2.3). El ensayo cuenta con un n =2,

por lo que no es posible evaluar un efecto significativo.
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Cuadro 3.2.2: Resumen de las desviaciones estandar que se aplican para los valores de
densitometria obtenidos para los genes AHR, CYP1A1 y CYP1B1 normalizados con el control
de -Actina. La expresion de estos genes fue evaluada mediante RT-PCR

Tratamiento DE DE DE
(AHR) (CYP1A1) (CYPI1BI)
DMEM 0.0254 0.0120 0.0091
DMSO 0.0487 0.0289 0.0134
Doxorubicina 5 pM  0.0162 0.0127 0.0035
Reteno 50 pM 0.0417 0.0473 0.0176
Reteno 75 nM 0.0346 0.0282 0.0113

Cuadro 3.2.1: Datos de densidad de pixeles, normalizacion con el control de §-Actina y
porcentaje relativos desde la densitometria de los genes probados en los experimentos de
expresion de genes CYP1A1l, CYP1B1 y AHR. Estos datos se obtuvieron cuantificando la
densidad de pixeles de las bandas en los geles de agarosa.

Genes DMEM DMSO  Doxorubicina 5 pM  Reteno 50 pM  Reteno 75 pM  Total
AHR 14799,823 13423,187 3055,822 9159,924 11884,631
AHR 15204,598  13004,245 3652,124 9412871 11102,115
CYP1A1l 9006,267  8191,853 2234,033 5451,296 7705,368
CYP1A1 9201,551  7951,900 2680,410 5901,359 7102,896
CYP1B1 1711,083  2627,569 523,920 1148,648 1772,083
CYP1B1 1855,235  2964,897 642,650 1347,778 1925,569
B-actina 11195,500 12649,296 10865,217 9846,752 11422,924
B-actina 11200,700 13105,265 11987,847 9510,892 11199,451
B-actina / AHR 1,357 1,061 0,281 0,930 1,040 4,671
B-actina / AHR 1,357 0,992 0,305 0,990 0,991 4,635
B-actina / CYP1A1 0,804 0,648 0,206 0,554 0,675 2,886
B-actina / CYP1A1 0,822 0,607 0,224 0,620 0,634 2,907
B-actina / CYP1B1 0,153 0,208 0,048 0,117 0,155 0,681
B-actina / CYP1B1 0,166 0,226 0,054 0,142 0,172 0,759
% relativo AHR 29,064 22,721 6,022 19,917 22,276 100,000
% relativo AHR 29,285 21,407 6,572 21,351 21,386 100,000
% relativo CYP1A1 27,876 22,441 7,125 19,184 23,375 100,000
% relativo CYP1A1 28,264 20,876 7,693 21,348 21,820 100,000
% relativo CYP1B1 22,457 30,522 7,085 17,140 22,795 100,000
% relativo CYP1B1 21,819 29,802 7,062 18,667 22,649 100,000
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Figura 3.2.2: Analisis de la expresiéon del gen RHA.. Electroforesis en gel de Agarosa al
1% de la expresion de AHR. La banda obtenida del producto de PCR amplificado corresponde
a un fragmento de 198 pb. Con signos (+) se presenta el tratamiento presente y con (-) el
tratamiento ausente en cada banda.
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Figura 3.2.3: Grafico de las densitometrias realizadas a partir de la expresion de
RHA .Se normalizaron los valores con respecto al control de -Actina con un n=2.



3.2. Ensayos in vitro 41

3.2.2.2. Expresion del gen CYP1A1l

Los valores de expresion medidos para el gen CYP1A1, luego de tratar células
CCD 841 con Reteno, fueron entre un 1% y 8 % menores a los controles con
medio de cultivo (DMEM) y el vehiculo (DMSO). El tratamiento con Reteno al
50 uM represent6é un 20.6 % del total de la densidad de pixeles medidos para el
experimento, y el tratamiento con 75 uM de Reteno mostré un 22.6 % (Tabla
3.2.1). Por otra parte, las desviaciones estandar de estos datos se encuentran
en un rango entre 0.012 y 0.047 (Tabla 3.2.2).En la electroforesis se observo la
aparicion de los fragmentos amplificados correspondiente a un peso molecular de
302 pb (Fig. 3.2.4) y se realizo6 la correspondiente densitometria representada en
un grafico de barras (Fig.3.2.5). El ensayo cuenta con un n = 2, por lo que no es

posible evaluar un efecto significativo.

|

4 302pb
E— —
DMEM + + + + +
DMSO = + + + -
Doxorubicina 5 pM = = + - o
Reteno 50 uM = = = S =
Reteno 75 uM = - - +

B-Actina il D SR S e

Figura 3.2.4: Analisis de la expresion del gen CYP1A1. Electroforesis en gel de Agarosa
al 1% de la expresion de CYP1Al. La banda obtenida del producto de PCR amplificado
corresponde a un fragmento de 302 pb. Con signos (+) se presenta el tratamiento presente y
con (-) el tratamiento ausente en cada banda.
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Figura 3.2.5: Grafico de las densitometrias realizado a partir de la expresion de
CYP1A1.Se normalizaron los valores con respecto al control de 5-Actina con un n=2.

3.2.2.3. Expresion del gen CYP1B1

Los valores de expresion obtenidos para el gen CYP1B1 luego de tratar células
normales de colon con Reteno, fueron entre un 6 % y 0 % menores a los controles con
medio de cultivo (DMEM) y el vehiculo (DMSO). El tratamiento con Reteno al 50
uM representé un promedio de 17.9 % del total de la densidad de pixeles medidos
para el experimento, y el tratamiento con 75 M de Reteno mostré un promedio
de 22.7% (Tabla 3.2.1). Por otra parte, las desviaciones estandar de estos datos
se encuentran en un rango entre 0.009 y 0.017 (Tabla 3.2.2). En la electroforesis
se observo la aparicion de los fragmentos amplificados correspondiente a un peso
molecular de 224 pb (Fig.3.2.6) y se realizo la correspondiente densitometria
representada en un gréfico de barras (Fig. 3.2.7). El ensayo cuenta con un n = 2,

por lo que no es posible evaluar un efecto significativo.



3.2. Ensayos in vitro 43

& 224pb

AT

-
DMEM - - + + 44
DMS0 - & - - &
Doxorubicina 5 pM b - + - >
Reteno 50 M i 5 o + -
Reteno 75 uM c y +

Figura 3.2.6: Analisis de la expresiéon del gen CYP1B1. Electroforesis en gel de Agarosa
al 1% de la expresion de CYP1B1. La banda obtenida del producto de PCR amplificado
corresponde a un fragmento de 224 pb. Con signos (+) se presenta el tratamiento presente y
con (-) el tratamiento ausente en cada banda.
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Figura 3.2.7: Grafico de las densitometrias realizado a partir de la expresiéon de
CYP1B1.Se normalizaron los valores con respecto al control de 8-Actina con un n=2.
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Capitulo 4

Discusion

El problema de los efectos que pueden generar los xenobiéticos de tipo PHA
expuesto en el marco tedrico de esta tesis. Estos abarcan una serie de efectos
negativos tales como alteraciones endocrinas, mutagénesis y la formacion de
aductos. Esta tesis se centr6 en el Reteno, un PHA del cual poco se ha explorado en
Chile. Este compuesto solo se ha detectado en muestras de sedimento aguas abajo
de las descargas de plantas de celulosa en el rio Biobio, mediante espectrometria de
masa acoplado a cromatografia de gas (GCxGC-ToF-MS)( : ),
pero no existen investigaciones asociadas a la cuantificacion de este compuesto
en los sedimentos. Este punto es de vital importancia, ya que cuantificar la
concentracion del Reteno aguas arriba y aguas abajo de las descargas de efluentes
podria dar senales de concentraciones anormales de origen antropogénico. Por otro
lado, tampoco existe registro o asociaciéon de patologias en las poblaciones aledanas
a las industrias de celulosa, como por ejemplo la incidencia de algunos tipos de
cancer producto de la bioacumulacion, bioconcentraciéon y biomagnificacion de
los xenobiodticos de origen antropogénico, como el Reteno y otros HAPs. En este
estudio, se evalu6 el Reteno dada la escasa evidencia que existe y que muestra que
este compuesto puede causar efectos negativos debido a su estructura donde los

anillos de benceno que forman su esqueleto de fenantreno pueden ser alquilados u
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oxigenados por accion de CYP1A1 ( , ). Con respecto al estudio
bioinformatico propuesto en esta tesis, se establecié una metodologia de trabajo
que puede aplicarse a cualquier compuesto del cual se sospeche una actividad
toxica en los organismos. Esto mediante el analisis proteina - ligando, en este caso
de la proteina CYP, la cual es un biomarcador de contaminacién ambiental por
su participacion en el metabolismo de xenobiéticos organicos. Como se esperaba,

el Reteno puede acceder al sitio activo de las enzimas CYP1A1 y CYP1B1 debido

kcal ) )

a que su acople es energéticamente favorable con valores negativos de AG (7%

El reteno al ser una molécula plana, como su par Bla|P pueden posicionarse en el
sitio activo y girar en 180°, y las diferencias entre los valores de AG entre CYP1A1
y CYP1B1 podrian estar dados por los volimenes de la cavidad del sitio activo
que en CYP1A1 son del orden de 524 A3 y para CYP1B1 de 441 A3 provocando
que CYP1A1 sea mas afin con el Reteno que CYP1B1 ( : ). Se han
desarrollado protocolos bioinformaticos para determinar la activacion de las rutas
de metabolizacion de xenobidticos en base a HAPs como el Bla]P, donde los valores
de energia de unién son similares a los obtenidos en esta tesis, pero no abordan
compuestos como el Reteno ( ) ). Estos resultados validan el uso de
Bla]P como control positivo, por tanto, el reteno establece una interaccion fuerte
con el sitio activo de CYP1A1 y CYP1BI1, las principales isoformas de CYP en
la metabolizacion de xenobidticos. Las interacciones hidrofébicas y apilamientos
en 7 encontradas entre los aminoacidos que componen el sitio activo y el Reteno
permitirian la estabilizacion del complejo formado entre la enzima y el ligando
( , : , ). Para apoyar los resultados encontrados en
los experimentos de Acoplamiento Molecular, se realizaron Dindmicas Moleculares.
Por una parte, a partir de estos ensayos se puede deducir que CYP1A1 es mas
estable que el complejo CYP1A1-Reteno. Por otro lado, el complejo CYP1B1-
Reteno es méas estable que CYP1B1. Esto puede deberse en mayor medida al

tiempo de simulacion, ya que, debido a la capacidad de computo y la optimizacion
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del tiempo de trabajo, las Dindmicas Moleculares fueron realizadas por un tiempo
de 1 ns. Eventualmente se podria repetir este experimento, en un cluster més
potente con el propdsito aumentar este tiempo de simulacién a 10 ns o 20 ns, asi
aumentaremos la resoluciéon de los resultados, conociendo con mayor exactitud el
tiempo en donde se estabilizara el complejo CYP1B1-Reteno y CYP1B1 (

, ; , ). La formacion estable de los complejos CYP1A1 y
CYP1BI1 con el Reteno podria originar la formacién de un epéxido de xenobiotico,
el cual tendria consecuencias directas en la formacién de aductos y dano en el
material genético. Esta probable formacion del epéxido desde el Reteno debido
a la accion de CYP en la fase II de la metabolizacion induce a la enzima Aldo-
Ceto reductasa, la cual forma #-quinonas a partir de los epdxidos de HAPs,
generando dano por estrés oxidativos y formacion de aductos (

, ; , ). En consecuencia, la ruta de metabolizacion
de los HAPs, deberia comenzar por la unién del ligando a RHA (Fig.1.4.1 ), del
cual se desconoce si se une al Reteno en Homo sapiens. Si existe evidencia de la
relacion Reteno - RHA en Danio rerio (Teledsteo) mediante técnicas de inhibicion
enzimatica, expresando la proteina y generando Knock-out a través de morfolinos
( , , ). Esta evidencia podria ser un indicio de resultados
positivos en la interaccion entre el Reteno y RHA humana, la cual podria evaluarse
siguiendo el protocolo establecido en esta tesis. Subsecuentemente, el estudio de
viabilidad celular realizado mediante la técnica colorimétrica MTT y analizada
bajo un modelo de dosis respuesta, muestra una disminuciéon en la sobrevivencia
de las células. Una disminucion en la viabilidad celular se ha observado en células
hepaticas HepG2 y A549 tratadas con Bla|P utilizando la misma técnica de anélisis
( , , ). Adicionalmente la viabilidad celular podria evaluarse con
técnicas de mayor resolucion como Citometria de Flujo, con el fin de cuantificar las
células viables y no viables mediante la aplicacion de tinciones de exclusiéon como

el Toduro de propidio ( , : , ), asi el modelo de
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dosis respuesta aplicado podria representar de mejor manera la poblacién celular
a medir y reducir la dispersion de los mismos, ya que es un método cuantitativo

diferencial.

En lo que respecta al anélisis de expresion de los genes RHA, CYP1Al y CYP1B1,
se determiné que existen diferencias en la expresion de estos. En el caso del gen
RHA, la diferencia entre los tratamientos 50 pM y 75 uM fue de un 2.3 %. Esta
leve tendencia puede deberse a que el receptor RHA no solo tiene la funciéon de
ser factor de transcripcion de los genes CYP, sino que también participa en varios
procesos celulares como motilidad, migracion, proliferacion y diferenciacion celular
( , ). Por tanto,RHA podria mostrar una expresion basal
constitutiva, por lo qué al aplicar el tratamiento, no afectaria significativamente
la expresion de este gen. Esto ultimo resultaria 6ptimo desde un punto de vista de
la respuesta celular, ya que al entrar el xenobidtico al citosol, este podria formar
inmediatamente el complejo RHA-Reteno, para luego promover la transcripcion
de los genes de la familia CYP( , ). Para el caso de la
expresion de los genes CYP1A1 y CYP1B1, ambos evidenciaron una relacion
de aumento en la expresion con la dosis de Reteno aplicada. Por una parte, la
expresion CYP1A1, en cuanto a la intensidad de las bandas observadas, fue en
promedio 4.0138 veces méas que CYP1B1. Estos resultados fueron obtenidos al
determinar la densidad de pixeles calculada en la densitometria. Este resultado
podria indicar que, luego que RHA forma un complejo con el Reteno, éste actia
preferentemente como factor de transcripcion del gen CYP1A1 promoviendo su
expresion, a diferencia de CYP1B1. El esquema general propuesto a partir de los
ensayos realizados en esta tesis sobre el efecto del Reteno en células humanas de
colon CCD 841, podria estar dado por la expresion basal de RHA. El Reteno al ser
una molécula de tipo HAP plana, podria unirse fuertemente a RHA permitiendo la
formacion de un complejo estable. Posteriormente el complejo podria ser trasladado

al nicleo por TNRHA para comportarse como factor de transcripcion, uniéndose
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a Elementos de Respuesta a Dioxinas en la regiéon promotora de genes CYP. Esta
seria la ruta clasica de metabolizaciéon de xenobidticos, donde se promueve la
expresion de CYP1A1 por sobre CYP1B1 de acuerdo a los resultados obtenidos
en los experimentos in silico e in vitro. Finalmente, la metabolizaciéon del Reteno
producto de la actividad epéxica de CYP1A1 podria formar #-quinona, las cuales
se conoce, son responsables de la formacion de enlaces covalentes en el ADN

conocidos como aductos, teniendo consecuencias mutagénicas (Fig. 4.0.1).

Complejo e
RHA - Retena \. - ‘o
vt O Aducto(?)
Complejo & -
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} o A

ot S )¢ 1A

1B1

Figura 4.0.1: Esquema del efecto del Reteno en células CDD 841 de colon normal..
El Reteno se une al Receptor de Hidrocarburo de Arilo (RHA) siendo traslocado al nucleo de la
célula para promover la expresion de enzimas metabolicas de PHA de la familia CYP. CYP1A1
metaboliza el Reteno, pudiendo formar especies quimicas con implicancia en la formaciéon de
aductos en el ADN. Imagen de elaboracion propia.

Para concluir, la produccién de un protocolo bioinformatico validado por ensayos
bioquimicos para evaluar la interaccion de xenobiéticos producido por la industria
de la celulosa, podria automatizarse para evaluar cualquier compuesto, generando
una herramienta de bajo costo, rapida y efectiva para el estudio de toxicologia

con aplicaciones en salud publica.
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