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I. Resumen

El citocromo 1Al (CYPIAI) metaboliza los hidrocarburos aromaticos policiclicos HAP.
como el benzo[a]pireno (BP), que se encuentran en el humo del cigarro. Se ha demostrado la
induccion de dicha enzima en tejido pulmonar de fumadores y en células epiteliales no ciliadas del
sistema respiratorio de ratas expuestas a humo de tabaco (Kim, et al.. 2004:Dahl et al., 1993;
Witschi et al., 1997).

Existe una importante cantidad de evidencia epidemiologica que asocian el desarrollo de
enfermedades respiratorias y cancer de pulmon al tabaquismo (Hemminki et al., 1994), de alli la
intensa campafa de las autoridades sanitarias en todo el mundo para disminuir el consumo de
tabaco. Los HAP también se encuentran presentes en el aire contaminado de las grandes
concentraciones urbanas como la ciudad de México v son considerados como los principales
compuestos carcinogénicos de aire urbano (Hemminky et al., 1994). En nuestro laboratorio hemos
desarrollado ensayos en tejido epitelial para evaluar el impacto de la exposicion a agentes
potencialmente carcinogénicos (Gonsebatt et al., 2000), por lo que nos interesé el investigar la
posibilidad de monitorear la expresion de una enzima inducible como el CYP1 A1 en epitelio nasal,
ya que constituiria un excelente indicador de exposicion a HAP. Para ello solicitamos muestras de
epitelio nasal a 33 voluntarios, de los cuales 17 declararon ser fumadores y 16 no fumadores. [Las
muestras fueron procesadas para separar el contenido proteico por electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes ( SDS-PAGE al 10%) para luego proceder a
transferirlas a una membrana de nitrocelulosa y a su inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

Los resultados muestran que las células de epitelio seudoestratificado de los fumadores
presentan una cantidad significativamente mayor de CYPIAIl, La cantidad de proteina estd
relacionada con la cantidad de cigarrillos que los voluntarios afirmaron consumir. Asimismo,
cuando comparamos en algunos sujetos la cantidad de la enzima antes y después de fumar
observamos un aumento, asi como cierla cantidad de la enzima expresandose de manera
constitutiva en sujetos no fumadores o fumadores pasivos.

De este trabajo concluimos que el CYPIAI expresado en epitelio nasal de fumadores
prueba la capacidad del epitelio nasal en responder a xenobidticos inhalados que pueden ser
sustratos de la enzima, y que van a distribuir en el sistema respiratorio y en el resto del organismo.

Esta metodologia se puede utilizar para realizar monitoreos individuales de exposicion a HAP.
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2. Introduccion

la Toxicologia Ambiental presta mayor atencion en descubrir la presencia de agentes
toxicos y sus mecanismos de accion para asi poder prevenir sus efectos. Por la importancia en
desarrollar mejores mecanismos de proteccion y nuevas metodologias para evaluar los riesgos de
exposicion, se han generado estudios experimentales, estudios de prevencion. monitoreos

ambientales e incluso estudios epidemiologicos.

En el ambiente urbano, la gran cantidad de industrias, rios de aguas negras, tiraderos de
basura asi como la intensa movilidad de automoéviles, van generando una mala calidad del aire, en
el que encontramos mezclas de agentes quimicos y materia particulada, contaminantes como
hidrocarburos y otros compuestos volatiles organicos, esto representa un riesgo de salud a las
poblaciones. La exposicion a compuestos externos como firmacos, metabolitos de plantas y
contaminantes ambientales no polares, se acumulan en los lipidos del organismo. Muchos son
carcindgenos, mutagénicos, o se unen al ADN formando aductos como los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos ( HAP) (Piipari, et al., 2000).

2.1 Los hidrocarburos aromiticos policiclicos (HAP)

Los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAP) son una clase de agentes quimicos que
se encuentran en la atmosfera, suelo, lagos, océanos e incluso en la cadena alimenticia. Se generan
en los procesos de pirdlisis y pirosintesis, es decir, en la combustion incompleta de la materia
organica, en la quema de desperdicios y en procesos industriales incluso en la contaminacion por
derrames en pozos petroleros.

Pueden encontrarse en fase gaseosa, solida o particulada, esto es, dependiendo del peso
molecular v la presion de vapor. asi como de la temperatura ambiental. Son compuestos no polares
por lo que son liposolubles absorbiéndose facilmente por la piel para penetrar al organismo, sobre
todo en fase particulada, insolubles en agua, pero solubles en disolventes organicos como acetona y
metanol entre otros. Un ejemplo de HAP es el benzo[a]pireno (BP), este se adhiere a particulas que
se encuentran en el ambiente, menores de 3um facilitando su absorcion pulmonar, a través de la
fraccion respirable. Bostrom et al., (1994) reportaron que la exposicion humana a la contaminacion
del aire urbano, medida como concentracion de HAP, es aproximadamente de 20 ng/m’, pero la

concentracion de HAP varia ademas, dependiendo de la estacion del afio.



L.os HAP mas carcinogenos se encuentran en el humo del cigarrillo. Uno de ellos, es el BP
que alcanza concentraciones entre 10 a 50 ng por cigarrillo (Smith, et al., 2000). Numerosos
estudios sefalan a este hidrocarburo como  carcindgeno, mutagénico y toxico (Pelkonen et al.,
1982). EI BP es biotransformado a 40 metabolitos vy conjugados solubles en agua. Este proceso es
catalizado por varias enzimas; la primera reaccion es con oxidasas de funcion mixta (MFOs) entre
ellas los citocromos P450 (Gelboin, et al., 1980).

El metabolismo del BP es complejo. pero la ruta mas importante es mediante
monoxigenasas que introducen un dtomo de oxigeno en alguna de las diferentes posiciones de la
molécula produciendo primeramente un epoxido simple; el segundo paso es una reaccién
espontanea de epoxidos a fenoles. Otra ruta es la reduccion del epoxido con un hidrocarburo (paso
3). El paso cuatro es la formacion de quinonas, forméndose previamente el radical 6-oxi; mientras
los epoxidos pueden ser metabolizados a dioles por la enzima epéxido hidrolasa microsomal (paso
5) o formarse conjugados con glutation (GSH) por la enzima de fase Il glutation transferasa
citosélica (paso 6). Los dioles son deshidrogenados a catecolaminas por dehidrogenasas (paso 7).
Dioles, fenoles y quinonas también son conjugadas con écido glucurénico catalizadas por UDP
glucoronosiltransferasa (paso 8) o con sulfato catalizindolas la enzima sulfotransferasa (paso 9).
Los fenoles y dioles son sustratos de otras monooxigenasas (pasol0) (Pelkonen O., Nebert D.,
1982). En cada una de estas reacciones los productos suelen ser toxicos, por su reactividad, ya que
pueden unirse a macromoléculas como el ADN y proteinas, provocando toxicidad, mutagénesis, y

carcinogénesis.
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Figura 1. Metabolismo del Benzofalpireno. Los metabolitos que se unen covalentemente con macromaléeulas
estan marcidos con asterisco. OX. oxido: CAT, catecolamina: DIOL, trans-diol; OH. fenol: EPOX, epoxido: SG.
conjugadus de plutation: O-G. conjugados glucurnidos; S, conjugados con sulfato; OXY, radical libre oxi.




2.2 Exposicion

l.a exposicion ocurre cuando el agente entra en contacto con el individuo. Las vias de
exposicion mas comunes son: respiratoria, dérmica y oral. Después de que el agente guimico se
pone en contacto con el organismo por las diferentes vias de exposicion mencionadas, el agente
quimico es biotransformado.

La via respiratoria permite el paso directo de los agentes quimicos al torrente sanguineo.
En humanos, aproximadamente 23,000 litros de aire por dia interaccionan con 70 m? de superficie
del tracto respiratorio (Hashek, 1998). Ademds, el pasaje nasal provee proteccion al tracto
respiratorio de ciertos contaminantes filtrando el aire inspirado. Esto es de vital importancia en
ciudades tan contaminadas como México, ya que en el aire existe una gran cantidad de agentes

quimicos generados, en su mayor parte, por las industrias.

2.3 Depésito, absorcién, distribucion y excrecién de particulas inhaladas por el

sistema respiratorio

Las particulas que constituyen la fraccion respirable al ser inhaladas presentan un
diametro entre el 0.1 y 100 micras (Hashek et al., 1998). El depédsito de la particula inhalada en el
sistema respiratorio depende principalmente de sus caracteristicas fisicoquimicas asi como de los
mecanismos de equilibrio del tracto respiratorio. las particulas con didmetro aerodinidmico de
5um son depositadas por impacto, primero en la region nasofaringea, en donde hay una velocidad
alta del aire. Particulas entre |-5um de didmetro se depositan por sedimentacion a través del tracto
traqueobronquial. Las mas pequefias que oscilan de 0.1 a 2um de didmetro se depositan en el
conducto aéreo en la zona alveolar y es aqui donde actian los macrofagos alveolares fagocitando
las particulas para ser destruidas (Fig. 2).

1.a absorcion, distribucion y excrecion de particulas que llegan a la nasofaringe pueden ser
removidas por reflejos tales como la tos, estomudo o ser ingeridas transportindolas al tracto
gastrointestinal excretdndose en las heces fecales. Otra ruta, es cuando de la nasofaringe pasan al
torrente sanguineo, se filtran en el rifién y son excretadas en la orina; o bien del torrente sanguineo

pasan al fluido intersticial depositandose en 6rganos, misculos, hueso o en zonas lipidicas (Fig.3).
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2.4 El sistema respiratorio

El sistema respiratorio consta de series de pasajes como la nariz, nasofaringe, faringe,
traquea, bronquios y dos pulmones; su principal funcién es proveer de oxigeno al organismo y
eliminar el didxido de carbono (CO,) de la sangre.

Se divide en tres grandes partes: una respiratoria localizada en los pulmones, aqui se
realiza el intercambio de gases entre el aire inspirado y la sangre; otra conductora, que incluye las
cavidades nasales, nasofaringe, faringe y traquea, su principal funcion es calentar, humedecer y
filtrar el aire inspirado antes de que llegue hasta los pulmones donde ocurrird el intercambio
gaseoso. La tercer parte es el sistema ventilador que incluye la caja tordcica y los misculos
intercostales, diafragma y tejido conectivo elastico con el pulmon. los cuales trabajan juntos para
mover el aire del tracto respiratorio (Ross et al., 1998).

Las cavidades nasales son cdmaras pares separadas por un tabique 0seo y cartilaginoso, su
epitelio es linear altamente vascularizado con membrana mucosa v consiste de cuatro tipos de
epitelios: escamoso estratificado, transicional., respiratorio y olfatorio. Cada cdmara se divide en
tres regiones: el vestibulo, el segmento respiratorio y el segmento olfatorio.

El vestibulo se comunica hacia la parte anterior con el ambiente externo, esta revestido por
epitelio estratificado plano no queratinizado, continia hacia la piel de la cara, contiene
vellosidades que filtran las particulas mas grandes antes de que el torrente de aire pase al resto de la

cavidad. También posee glandulas sebdceas y sus secreciones contribuyen al atrapamiento de las



particulas, donde finaliza el vestibulo. el epitelio estratificado plano se hace mias delgado
transformandose en epitelio seudoestratificado caracteristico del sistema respiratorio.

segmento respiratorio o mucosa respiratoria calienta, humedece y filtra el aire
inspirado. Esta constituido por epitelio sewdoestratificado cilindrico ciliado. A su vez. este epitelio
se compone de seis tipos celulares: células ciliadas, cada cilio de 7um de altura (Ham, A.W., 1986)
células no ciliadas columnares, células cuboidales, células en cepillo, células globulares con mucus
v células basales.

El segmento olfatorio estd revestido por la mucosa olfatoria. Consiste principalmente en un
epitelio seudoestratificado columnar, con ldmina basal y lamina propia. También presenta tres tipos
celulares: las células basales, las células neurales (olfatorias), y las células sustentaculares las cuales
se extienden hasta la lamina basal distribuyéndose uniformemente a través del epitelio olfatorio. La
mucosa transicional esta separada del epitelio escamoso y del epitelio respiratorio ya que consiste
de células no ciliadas. Ademas, el epitelio transicional es el sitio blanco cuando se inhalan toxicos,
aqui son transformados dentro del epitelio secretor (Hashek et al., 1998).

La mucosa de los pasajes nasales contiene diferentes glandulas, como son las glandulas de
Bowman'’s. localizadas en la superficie del neuroepitelio olfatorio, las glindulas sero-mucosas y las
glandulas veronasales situadas en el septum nasal; dichas glandulas contienen gran cantidad de
reticulo endoplasmico liso, conocido por la presencia de citocromos P450 y otras enzimas que
ayudan al ciclo de los citocromos, como la NADPH- citocromo P450 reductasa; enzimas de fase 11

como glutation S transferasa y y-glutamil transpeptidasa (Brittebo, 1997).

2.5 Fisiologia y funcion de las vias aéreas superiores

la funcion de las fosas nasales es la de filtrar v calentar el aire inspirado. La filtracion se
lleva a cabo mediante la ayuda de vellosidades situadas en el vestibulo de las fosas nasales, las
cuales filtran particulas grandes. Sin embargo, la principal via de eliminacion de particulas es
mediante la precipitacion turbulenta. que sucede cuando el aire pasa a través de las vias nasales y
golpea muchos de sus relieves obstructivos: los cornetes nasales, el tabique y la pared faringea, de
manera que al cambiar de trayectoria las particulas son atrapadas por el revestimiento de moco y
transportadas por los cilios a la faringe para ser deglutidas (Gayton, 2001).

Toda la superficie de las vias respiratorias esta revestida de un epitelio ciliado, con unos
200 cilios por cada célula; estos cilios baten continuamente, a una frecuencia de 10 a 20 veces por

segundo hacia donde se encuentra la faringe, logrando que el revestimiento del moco fluya
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lentamente a una velocidad de lem/min (Gayton, 2001). Después. el moco y las particulas que
lleva atrapadas se degluten o expulsan al exterior mediante la tos.

il mecanismo nasal de turbulencia para eliminar particulas de aire es tan eficaz que. a
través de las fosas nasales, casi no penetran en los pulmones particulas de mas de 6 micras de
diametro (Jones, 2001). Sin embargo muchas particulas del tamafo de 1 a 5 micras se depositan en
los bronquiolos mas pequefios por precipitacion o efecto de la gravedad. Otras particulas menores
de 0.5 micras de didametro permanecen suspendidas en el aire alveolar y son expulsadas
posteriormente por la espiracion.

Las particulas del humo de cigarrillo tienen un tamafio de unas 0.3 micras y casi ninguna de
estas particulas se precipitan en las vias respiratorias antes de alcanzar los alvéolos. Hasta una
tercera parte de ellas se precipita en los alvéolos por el proceso de difusion, quedando el resto
suspendido y siendo expulsado con la espiracion. Las particulas atrapadas en los alvéolos son
eliminadas por los macréfagos alveolares y otras son eliminadas por los linfaticos pulmonares. El
exceso de particulas hace crecer tejido en los tabiques alveolares y produce una debilidad
permanente.

El sistema respiratorio presenta mecanismos de defensa especificos y no especificos.

2.5.1 Mecanismos de defensa no especificos

La primer forma de defensa es la precipitacion turbulenta, ya antes mencionada, la segunda
son los reflejos como la tos y el estornudo que ayudan a eliminar los agentes externos del tracto
respiratorio. Esta respuesta fisiologica depende del sitio receptor e incluye cambios en la
ventilacion, presion sanguinea y en la secrecion del moco. Estas funciones minimizan la
penetracion de particulas al tracto respiratorio.

Las pequefas particulas que llegan a sedimentarse en el pulmdn son destruidas por los
macrofagos alveolares quienes destruyen los agentes externos produciendo especies reactivas de
oxigeno (ROS), oxido nitrico y superoxidos (Hashek et. Al 1998 y Lang J.D.. et. Al. 2002), ademas
contienen enzimas de digestion como las hidrolasas v lisoenzimas.

El pulmén contiene mecanismos de defensa antioxidantes los cuales son importantes para la
proteccion celular contra el estrés oxidativo endégeno y exdgeno. Esta proteccion la llevan a cabo
enzimas tales como la catalasa, la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa. asi como

sustancias antioxidantes como las vitaminas E, C y el glutation.



2.5.2 Mecanismos de defensa especificos

Estan intimamente ligados con la defensa inmunolégica. El sistema respiratorio presenta
dos compartimientos el primero se localiza en el tracto respiratorio superior donde se producen
anticuerpos del tipo 1gA que son predominantes en la respuesta inmune al nivel de la mucosa. Los
anticuerpos del tipo IgE también son sintetizados formando parte de la respuesta hipersensitiva
inmediata. El segundo compartimiento inmunoldgico se localiza en el tracto respiratorio bajo o en
la region alveolar, donde hay una respuesta tipica inmunologica, con anticuerpos del tipo 1gG
(Hashek et. Al. 1998 y Jones, 2001).

En las vias respiratorias superiores, las células presentan un gran nimero de enzimas que
metabolizan xenobidticos y estan ampliamente distribuidas en las células nasales epiteliales. Existen
enzimas donde su principal funcion es metabolizar dichos compuestos externos, es decir
biotransforman estos agentes quimicos a compuestos solubles en agua para asi ser eliminados del
organismo.

La biotransformacion de los compuestos xenobioticos se divide en dos fases:

FASE | o funcionalizacion. En esta etapa, un grupo polar es introducido en la molécula,
incrementando asi su solubilidad en el agua. El efecto mas importante es que el agente externo se
convierte en un sustrato para las enzimas de la fase 1I. Las reacciones son oxidacion, reduccion o
hidrolisis. la hidratacion de epoxidos y la dehidrohalogenacion (Hodgson et. Al. 1994) Dentro del
grupo de enzimas de Fase | se encuentran las flavin-monoxigenasa (FMO) y los citocromos P450
(CYP450)

FASE Il o de conjugacion, aqui el compuesto alterado se combina con un intermediario
enddgeno produciendo asi un producto conjugado mas hidrofilico que facilmente se puede excretar.
Las vias de excrecion son biliares o conductos urinarios. Los intermediarios endogenos se derivan
de carbohidratos. proteinas, componentes con azufre o fosfatos e intermediarios del metabolismo
lipidico (Dauterman, 1994). Las enzimas de fase 11 son la glutatién S-transferasa (GST), glucuronil

transferasa y sulfotransferasas entre otras.

En estos procesos de biotransformacion, en algunos casos, los productos intermedios o
finales suelen ser mas toxicos que el compuesto original, a este fenomeno se le llama activacion
metabdlica. Un claro ejemplo de la activacion metabélica es la biotransformacion que sufren los

hidrocarburos aromaticos policiclicos con algunas enzimas de fase | como los citocromos P450s



2.6 Los citocromos P450

La funcion de los citocromos P450 fue descubierta por Estabrook. Cooper v Rosenthal en
1963, ellos demostraron que la accion del citocromo P450 se basaba en una reaccion de
hidroxilacion. Mas tarde, demostraron la oxidacion de varios farmacos por microsomas de higado
que contenian los citocromos P450. Para 1970, habian sido publicados una gran variedad de
trabajos donde se demostraba que los citocromos P450 se encontraban ampliamente distribuidos en
organismos eucariontes: animales, plantas, hongos y en algunos procariontes. Con la técnica de
clonacién de DNA en 1980, se compard la secuencia de aminodcidos de los P450 entre especies,
encontrandose una divergencia evolutiva a partir de una forma ancestral simple. Mas tarde se
demostro que la expresion de algunos P450 es tejido-especifica, y durante el desarrollo estadio-
especifico para algunos animales y plantas, lo que indica la existencia de una alta diversidad de
funciones de estas hemoproteinas. (Costas, 1996; Omura 1999).

Los citocromos P450 (CYP450) constituyen una gran familia de hemoproteinas
ampliamente distribuidas en tejidos de vertebrados, invertebrados, plantas, hongos y bacterias
(Omura, 1993) son enzimas esenciales para la biosintesis y metabolismo de varios compuestos
endégenos como hormonas esteroideas, vitaminas y dcidos grasos (Omura, 1999); también
participan en el metabolismo de compuestos exdgenos como farmacos, contaminantes ambientales,
carcinogenos y xenobioticos. Su principal papel es reaccionar como oxidasas de funcion mixta.

La distribucion de los citocromos a nivel tisular, se ha estudiado principalmente en la
fraccion microsomal del higado de mamiferos. Se encuentran localizados en la membrana del
reticulo endoplasmico (Escobar- Garcia, 2003). Estas enzimas exhiben similitud entre su estructura
y sus mecanismos de accion, sin embargo tienen diferencias significativas en la funcion detallada, y
en propiedades del sitio activo (Anzenbacher, et al.. 2001). La propiedad mas importante de estas
enzimas es su habilidad por unir y activar dos dtomos de oxigeno. Debida a su amplia distribucion y
al gran nimero de enzimas actualmente reportados, se cred una nomenclatura que incluye la raiz del
nombre CYP (citocromo P450), un nimero arabigo designando la familia, una letra indicando la
subfamilia y un segundo niimero arabigo denotando los miembros de dicha subfamilia. Una familia
esta integrada por aquellas proteinas que tengan un grado de similitud en su secuencia de
aminoacidos >40%:; a su vez, los miembros de una subfamilia tienen al menos el 55% de similitud
en su secuencia de aminoacidos y los miembros de cada subfamilia solo difieren en un 3% de su
secuencia (Gonzalez, 1990; Anzenbacher, 2001).
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2.6.1 Actividad de los citocromos

La reaccion del CYP450 se propone como un “mecanismo ciclico” ¢l cual inicia con la
reduccién del grupo hemo del CYP, a una forma ferrosa (Fe*), se introduce un primer electrén
donado por la molécula NADPH, asi el sustrato se puede unir al citocromo P450, a este complejo se
une el O, molecular. El segundo electron es introducido a la forma oxidada de la hemoproteina
ferrosa resultando en la activacion de la molécula unida la oxigeno, el sustrato oxidado es liberado
y el citocromo regresa a su estado férrico (Fe *') para iniciar otro ciclo (Omura, 1993). El primer
electron de la reduccién a la forma ferrosa del citocromo P450 es siempre suministrado por
NADPH-citocromo P450 reductasa, mientras que el segundo electron de la activacion del hemo
unido a dtomos de oxigeno es transportado por la citocromo bs reductasa. (Donald deBethizy y
Hayes, 1994)

Figura 4. Ciclo catalitico del citocromo P450 dependiente a monooxigenasas

2.6.2 Subfamilia 1A

Esta subfamilia tiene dos miembros el CYP1A1 y el CYP1A2 cuyos genes se encuentran
localizados en el cromosoma 15 en humanos. Poseen una secuencia de 512 aminodcidos, su peso
molecular es de 58,165 D, el CYP1A2 con 516 aminoacidos y su peso molecular de 58,082 D, el
porcentaje de similitud entre ellos es de 71.7% (Kawajiri, 1996). Se han hallado en el perro. el



conejo, el raton, la rata y en el hamster. La secuencia del CYP1A]1 se ha determinado también en
Monos y en peces.

Los dos miembros de la subfamilia CYP1A son muy similares entre si por su estructura
primaria, asi como sus propiedades fisicoquimicas, aunque presentan diferencias al nivel de los
sustratos que metabolizan como en su distribucion en los tejidos, expresados en niveles de RNAm y
de proteinas. Por ejemplo el CYP1A1 no solo se expresa en el higado, también se expresa en varios
tejidos, como pulmén, rifiones, esofago, estomago, intestino delgado y colon (Ding X., 2003);
mientras que la expresion del CYP1A2 se mantiene confinado inicamente al higado. El CYP1Al se

caracteriza por metabolizar a los HAP y el CYP1A2 metaboliza las aminas aromaticas y la cafeina.

2.6.3 El CYPIAI

El producto del gen cyplal es la enzima conocida como hidroxilasa de hidrocarburos
aromdticos (AHH) que cataliza el primer paso en la bioactivacion de muchos carcindgenos
ambientales tales como el BP presente en el humo del cigarrillo. En humanos se considera como
una enzima extrahepitica, porque se ha encontrado cantidades considerables de RNAm y su
proteina en pulmon, linfocitos y placenta de fumadores activos. El CYPIAIl es la enzima
microsomal responsable de la activacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos carcindgenos, tal
como el BP en tejidos extrahepéticos. (Kawajiri, 1996)

El gen cyplal esta localizado en el cromosoma 15q22-q24 (Gibson y Skett, 1994), se han
estudiado cuatro polimorfismos genéticos en relacion con la susceptibilidad al cancer. Uno es el
CYPIA1*2A que fue detectado por medio del reconocimiento de la enzima Mspl, este
polimorfismo se encuentra en la regién 3’-flanqueante con una sustitucion de Arg554 por lisina,
asociada con la susceptibilidad a cancer de pulmén en la poblacion Japonesa (Landi et al., 1994 en
Smart et al., 2000) CYP1A1*2B es también positiva para el reconocimiento de la enzima Mspl, se
encuentra en la region del exén 7 con resultados en la sustitucion del aminoacido 11e462 por valina
(Hayashi et al.. 1991 en Smart et al.. 2000). Otro polimorfismo, el CYP1A1*3 es especifico para la
poblacién Afro-Americana se localiza en la region 3 no codificante (Taioli et al., 1998 en Smart et
al., 2000). El polimorfismo mas reciente es el CYP1A1*4 localizado también en el exén 7 con una
sustitucion de Thrd61 por asparagina. (Kawajiri, 1999 y Smart et al., 2000).

La expresion del gen de CYPIAI es regulada por el receptor de hidrocarburos aromaticos
(AhR). En ausencia del inductor, este receptor se encuentra en el citoplasma unido a proteinas de
choque térmico con un peso de 90 kD (HSP90), XAP2 (virus X de hepatitis B unido a proteinas) y
p23 se requieren para mantener la estabilidad del complejo de hsp90 (Mimura, 2003 y Whitlock,
1995 ).



Cuando un agente o xenobidtico inductor liposoluble como el BP o el TCDD (2.3.7.8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina) se¢ une al AhR, se disocia el complejo AhR/Hsp90/XAP2/p23 para
unirse al inductor formando un complejo BaP-AhR en el citoplasma este complejo se une al
translocador nuclear del AhR (Arnt), facilitando la translocacion al niicleo celular, en el niicleo este
complejo se une a la secuencia consenso de los elementos de respuesta a xenobioticos (XRE)
determinada por 5’-TNGCGTG-3’, resultando en la transcripcion del CYP1A4 /. Tanto el AhR y Amt
son miembros estructuralmente relacionados con la familia de factores de transcripcion designada
como bHLH (basic helix-loop-helix) (Mimura, 2003 y Whitlock, 1995).

0x) Ligande (TCDD eic.)

% Cyp1at, p27. Bax, Ahr, et
%

Figura 5. Induccién del CYP1A1 por el AhR. Mimura. J.. Fujii-Kurivama.
Y.2003



2.7 Los efectos del humo del tabaco en el sistema respiratorio

Un estudio epidemiolégico reporta la existencia de al menos 482 ingredientes activos en el
tabaco; muchos incrementan la actividad biologica enzimdtica, producen carcinogenicidad,
mutagenicidad y citoxicidad; de estos ingredientes, 291 se transfieren un 99% intactos a la
atmosfera y el 1% son transformados por pirélisis (Baker et al., 2004)

Los estudios epidemioldgicos proveen una evidencia directa sobre el riesgo de cancer
pulmonar en humanos. En el caso de una exposicion ocupacional, se requiere una exposicion de
1pg/m® de BP por dia, para desarrollar cancer de pulmén. Un fumador activo (promedio 8 cigarros
por dia) se encuentra expuesto a aproximadamente 400 ng/dia de BP. Fumar tabaco es el primer
factor de riesgo para desarrollar cincer de pulmén y en dreas urbanas hay un aumento al riesgo en
padecer cancer de pulmén en mujeres y en no fumadores por la exposicién ambiental a HAP
(Hemminki et al., 1994).

En 1997 Witschi y colaboradores (1997) reportaron la carcinogenicidad del humo del
tabaco ambiental (HTA); este humo se compone de un 15% del humo interno, siendo el humo
inhalado y luego exhalado por el fumador, y un 85% del humo externo; esta mezcla es la que
inhalan los fumadores pasivos. Al exponer ratas a dicho HTA se generan tumores en epitelio
bronguial y alveolar, ademas un incremento en la sintesis del ADN, asi como de la enzima CYP1A1
en pulmones y en células epiteliales no ciliadas.

El efecto del humo externo se refleja a nivel celular afectando la estructura y funcion de
fibroblastos (las células encargadas de la cicatrizacion y reparacién de los tejidos), activa proteinas
de estrés en el reticulo endoplasmico, estimula proteinas encargadas en la proliferacion e inhibe la
migracion celular, estos procesos repercuten en una mala cicatrizacion, muy comin entre
fumadores, ademas en enfermedades como céncer y fibrosis pulmonar (Wong et al., 2004).

Diferentes estudios han demostrado que la cantidad de aductos HAP-ADN en macréfagos
bronqueoalveolares de fumadores es mayor que la observada en no fumadores y se relaciona
exponencialmente con el nimero de cigarrillos fumados por dia. Ademas, los fumadores presentan
un incremento en la expresion de enzimas que metabolizan xenobidticos como CYPIBI1 y CYP3A;
la proporcion de macréfagos también resulté més elevada en fumadores. Sin embargo en este
estudio no se observo una relacién entre la expresion del CYP1A1 en los macréofagos y la formacion
de aductos HAP-DNA como lo reportaron Piipari et al., 2000.

McLemore et al. (1990) reportaron una asociacion positiva entre la actividad de fumar
cigarrillos y la expresion del gen cyplal en tejido normal de pulmén; la expresion de dicho gen se
ha detectado en ciertos carcinomas pulmonares acompaiiada con otros citocromos que metabolizan

compuestos promutagénicos y procarcinogenos. Ademas, la cantidad de RNAm del CYPIAI



disminuye al dejar de fumar durante dos semanas y desaparece por completo a las seis semanas.
Gervasi et al., (1991) reporta la actividad general de enzimas que metabolizan xenobidticos en
epitelio nasal de humanos; entre ellas la actividad del CYPIA] mediante el ensayo de EROD
(etoxiresorufina ()-deetilasa) en biopsias de mucosa respiratoria de humanos encontrando una baja
actividad el CYP1AI con respecto al higado humano, y una alta expresion de la enzima de fase 11
GST (glutation s-tranferasa).

Los fumadores muestran mayores niveles de expresion del CYPIAI en pulmén
(15.5pmol/mg microsomal de proteina) que los no fumadores (6.5pmol/mg microsomal de proteina)
pero no diferentes que de los ex-fumadores (19.0 pmol/mg microsomal de proteina), indicando asi
que en los fumadores hay una mayor capacidad metabélica responsable de la activacion de muchos
procarcinégenos y xenobidticos causados por el tabaco (Kim, et al., 2004).

La mucosa nasal de varias especies presenta niveles significativos de enzimas que
metabolizan xenobidticos. Por ejemplo, en la mucosa nasal de rata, se hallaron isoenzimas P450
como la CYP1A1, CYP2B1 y CYP4B1 (Dahl et al.,, 1993). También en la cepa de rata F344 se
observé la expresion del CYPLIAL, CYPIA2 y CYP2BI1/2 en células ciliadas de la mucosa nasal
expuesta al humo de cigarrillo (Wardlaw, et al., 1998). Los citocromos P450 que se han detectado
en los pasajes nasales sugieren que éste es el primer mecanismo de defensa contra los xenobidticos
inhalados.

El transporte de BP inhalado por ratas llega a la mucosa olfatoria, en las células
sustentaculares y en las células con glindulas de Bowman’s aqui es bioactivado por el CYPIAL,
sus productos se establecen en la zona apical de las células olfatorias neuronales uniéndose
covalentemente a macromoléculas, ademés el BP o sus metabolitos pueden viajar a través de los
axones de dichas células, generando induccion de tumores cerebrales (Persson et al., 2002).

Frye y colaboradores (1990) reportan los efectos del humo del cigarro en la funcion
olfatoria de animales, mostrando que se causan cambios anatomicos en el epitelio olfatorio,
incluyendo la reduccién en el tamafio y nimero de vesiculas olfatorias ademas de las células
ciliadas.

A pesar de los efectos del cigarro, un estudio epidemioldgico concluye que el riesgo a
desarrollar cancer se incrementa con los afios que se ha fumado y se intensifica con la cantidad de
cigarros por dia (Flanders et al., 2003), este riesgo se incrementa también para los fumadores

pasivos que consumen un bajo nivel de vegetales (Brennan et al., 2004).



3. Planteamiento del problema

El tejido nasal es el primer punto de contacto que tienen los xenobidticos inhalados por un
organismo. Por lo tanto, el epitelio nasal es un tejido centinela en donde podemos evaluar la
exposicion humana a sustancias toxicas y carcinogenas, ya que “la nariz es la ventana abierta hacia
el sistema respiratorio” (Calderon et al., 1998).

Los HAP son los carcinégenos mas abundantes en el aire urbano. El humo del tabaco,
contiene algunos de estos HAP, por lo que los fumadores estdn expuestos a niveles mas elevados de
ellos. Existen trabajos que demuestran la expresion de CYP1A1 en la mucosa nasal de roedores
expuestos al humo de cigarro, (Dahl, 1993; Wardlaw, 1998) dicha expresion se ha relacionado con
la etiologia de carcinomas pulmonares (Witschi et al., 1997; Kim, et al., 2004) por lo tanto seria
posible demostrar un efecto similar en la mucosa nasal de humanos, especificamente en la mucosa

nasal de fumadores.

4. Hipotesis
Si el humo del cigarrillo contiene hidrocarburos aromaticos policiclicos inductores de
enzimas que metabolizdn xenobidticos entonces las personas fumadoras presentardn una mayor

concentracion de CYP1A1 en células del epitelio nasal.

5. Objetivo general

Investigar la presencia del CYPIAI en células del epitelio nasal de personas fumadoras y

no fumadoras.

Obijetivos particulares

o Determinar la presencia del CYPIAl en células del epitelio nasal de
personas fumadoras mediante western blots.

< Determinar la presencia del CYPIA] en células del epitelio nasal de
personas no fumadoras mediante western blots.

o Realizar un andlisis semicuantitativo comparando la concentracion de

CYPIAI entre fumadores y no fumadores.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Toma y procesamiento de las muestras:

Un grupo de 33 personas adultas sanas, accedieron voluntariamente a participar en el
estudio, 17 de ellas fueron fumadores y 16 no fumadores. Se les realizé un cuestionario en donde se
colecté informacion acerca de la edad, género, niimero de cigarrillos consumidos, estado general de
salud y en el caso de los no fumadores si vivian o pasaban mucho tiempo junto a personas que
fumaban. La toma de muestra se realizo con un cepillo citolégico, raspando la cavidad nasal de
ambas fosas. El cepillo fue sumergido inmediatamente en un tubo tipo Eppendorf conteniendo
500ul de una solucion para lisar las células compuesta por: SOmM de Tris- HCI (pH: 8); 150mM
NaCl; 0.02% de Azida de Sodio; 100 pg/ml de PMSF: 1 pg/ml de Aprotinina y 1% de Tritén X-
100. Se cort6 el mango del cepillo, para tapar el tubo el cual se agité en un vortex durante 3
minutos, se extrajo el cepillo y se congeld el lisado celular a —=70°C hasta su andlisis. Antes de
proceder al anélisis de las proteinas, se eliminé parte del disolvente para concentrar las muestras
hasta obtener un volumen final de 200 pl en una concentradora tipo Eppendorf, a temperatura

ambiente, durante 90 minutos aproximadamente.

6.2 Determinacion de la concentracion de proteinas:

Se determiné la concentracién de proteinas de las muestras con el Kit Lowry De
(BIORAD). Para ello se realiza una curva estindar con concentraciones conocidas de albiimina
(BSA). Se parte de una soluci6n madre de 1.4mg/ml. Se hicieron duplicados de 3.6, 7.0, 14.2, 21.4,
28.6, 35.6, 71.4, 107.1 pl del stock de albiimina, equivalentes a 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200,
y 250 pg respectivamente, se agregd a cada uno 100 pl de la solucién A’ (adicionar 20 pl del
reactivo 8 a cada mililitro del reactivo A preparar al instante), se agita y se agrega 800 pl de la
solucion B (BIORAD), se vuelve a agitar y se deja incubando durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se determiné en una absorbancia de 750 nm en una cubeta de polipropileno de 1ml en un
espectrofotometro Ultrospec 2000 ( Pharmacia Biotech).Tomando un volumen de 20 pl de la
muestra se agrega el mismo volumen de las soluciones A’ y B, se incuba durante 15min, y se lee a
la misma absorbancia. Los valores de absorbancia de la albiimina se utilizan para realizar la curva
estandar en el programa Graph Pad InStat. Los valores de absorbancia de las muestras se interpolan

a partir de la curva patron de albimina para calcular la concentracion de proteina.
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6.3 Electroforesis

Se ajustd la cantidad de proteina a 45 pg por carril para cada muestra. A cada volumen se le
agregd amortiguador de aplicacion (500 pl: 253 pl de agua desionizada; 63 pl de Tris-HCI (pH 6.8);
53 ul de glicerol; 105 pl de SDS al 10%; 26 ul Azul de Bromofenol (0.1%) y 25 ul de B-
mercaptoetanol.) se desnaturalizaron durante 2 minutos a 95°C. Posteriormente las muestras se
colocaron en geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Se utilizé un gel
separador al 10% y un gel concentrador al 4%. En cada electroforesis se utilizo un control positivo
de CYP1A1 de humano (GENTEST) y un marcador de peso molecular pretefiido (Invitrogen Life
Technologies). Se corrieron las muestras durante 95 minutos a 100 v. Una vez terminada la
electroforesis se realizo la inmunotransferencia que se describe a continuacion

6.4 Inmunotransferencia

Este proceso consta de varios pasos, la transferencia de proteinas del gel de poliacrilamida a
una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL), durante 90 minutos a 100 V, después se tratan a las
proteinas transferidas con una solucion bloqueadora (apéndice) durante toda la noche, con agitacién
moderada y en frio (4°C). El segundo paso es la incubacion de la membrana con los anticuerpos
especificos para la proteina que deseamos revelar, en este caso se utilizaron anticuerpos primarios
policlonales anti-CYP1A1 humanos (CHEMICON International). LLa membrana se incubd durante
60 minutos a una dilucion 1: 3000 en PBS con 1% de leche en polvo y 1% de BSA. Posteriormente
para revelar la presencia del complejo, se incub6 la membrana con los anticuerpos secundarios
acoplados a peroxidasa durante 60 minutos a una dilucion 1:500 en PBS con 1% de leche en polvo
y 1% de BSA. Se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20 al 0.1% y un tltimo

lavado con TBS.

6.5 Revelado

La presencia de la proteina se revelé con 10mg de diaminobenzidina DAB (BIORAD) en
20ml de PBS y 2ul de peroxido de hidrogeno. Por otro lado, el gel de poliacrilamida se tifidé con
azul de Coomasie durante 120 minutos v se destifié con una solucion de metanol al 30%, 50% de

agua y 20% de acido acético hasta que las bandas fueron visibles.
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6.6 Anilisis

Las membranas se analizaron con el software Quantity One para PC Windows 95/98/2000.
Se tomd como parametro de medicion las densidades opticas por milimetro cuadrado (D.O./mm?).
Se obtuvo el porcentaje de proteina presente mediante lo siguiente, D.O. del control positivo entre

D.O de cada muestra multiplicado por cien. (—g(k+ (100)). Los valores obtenidos en los
D.Omuestra

fumadores y no fumadores fueron comparados mediante pruebas no paramétricas como la U de
Mann-Withney (fumadores y no fumadores). La correlacion entre la presencia del CYP1Al y la

cantidad de cigarrillos consumidos se investigé mediante un andlisis de correlacion de Spearman.
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7. Resultados

in las siguientes figuras se observan la inmunodeteccion del CYPIAI de los 33 lisados
celulares de epitelio nasal de fumadores y no fumadores. Podemos observar una mayor expresion de
la proteina en las muestras de fumadores, con excepcion de algunas muestras como 18F(Fig.6 A),
22F(Fig.7 A) y 31F(Fig. 8 A). Sin embargo, en las muestras de los no fumadores se observa una
menor expresion de la proteina, comparada con los fumadores a excepcion de las muestras 27N y

29N (Fig.11 A). Esto se corrobora con el andlisis densitométrico de cada una de las muestras.
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Figura 6. A) Inmunodeteccion del CYP1AT de fumadores; C = control positivo. F= fumador: B)
Grafico de Densidades opticas.
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Figura 7. A) Inmunodeteccion del CYPIA1 de fumadores; C = control positivo, F = fumador: B)

Grifico del andlisis en densidades Opticas por milimetro cuadrado.
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Figura 8. A) Inmunodeteccion del CYP1A1 de fumadores; C = control positivo, F = fumador: B)
Grafico del analisis en densidades dpticas por milimetro cuadrado.
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Figura 9. A) Inmunodeteccién del CYP1A1 de No fumadores; C = control positivo, N=
no fumador: B) Gréfico del anlisis en densidades dpticas por milimetro cuadrado.
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Figura 10. A) Inmunodeteccién del CYP1AI de No fumadores; C = control positivo, N = no fumador: B)
Grafico del andlisis en densidades opticas por milimetro cuadrado.
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Figura 11. A) Inmunodeteccién del CYP1A1 de No fumadores; C = control positivo, N = no fumador:
B) Grifico del anilisis en densidades 6pticas por milimetro cuadrado.

La expresion del CYP1A1 es mayor después de fumar el primer cigarrillo del dia ya que se
observa mayor expresién comparando las muestras 30Fa y 32Fa tomadas antes de fumar con
respecto a las muestras 30Fb y 32Fb respectivamente después de haber fumado.(Fig. 12 A). Al
igual con la muestra del fumador 18F (Fig.6A) donde no hubo inmunodeteccién de proteina
comparandola con la muestra 18F(Fig. 12A) que fue tomada después de fumar. La figura 12 B
muestra el gel de electroforesis tefiido con azul de Cumassie mostrando el control de carga para

cada muestra.

C+ 18F 30Fa 30Fb 32Fa 32FDb

B EE

Figura 12. A) Muestras de epitelio nasal de fumadores. Fa muestra antes de fumar; Fb muestra
despuds de fumar. B) Gel tefiido con Azul de Cumassie.
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Figura 12. C) Grafico del andlisis en densidades opticas por milimetro cuadrado, de las muestras

18F. 30F vy 32F, antes v después de fumar

Una prueba de Mann-Whitney demostré una diferencia significativa en la expresion del

CYP1A] medida por densitometria en el epitelio nasal de fumadores (n =17) con respecto a no
fumadores (n=11) (p = 0.0026; Fig.13).
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Figura 13. Promedio de densidades dpticas de Fumadores y No Fumadores.* Diferencia

significativa p = 0.0026.

Ademas la expresion de CYPIA] en epitelio nasal de mujeres fumadoras (n =8)con

respecto a la expresion de CYPIA] en epitelio nasal de mujeres no fumadoras (n =6) presentan

diferencias significativas con una p =0.0023 (Fig.14). Sin embargo, no hay diferencias significativas



entre la expresion de CYPIA] en muestras de hombres fumadores (n =9) y la expresion de esta

proteina presente en muestras de hombres no fumadores (n =5) con una p = 0.1427 (Fig.14).

70 O Fumadores

m No fumadores

60 |
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10

Hombres Mujeres

Figura 14. Promedio de densidades Gpticas entre Fumadores y No Fumadores, Hombres y
Mujeres. * Diferencia significativa p = 0.0023.

El andlisis de correlacion de Sperman, entre el logaritmo del niimero de cigarrillos fumados
por dia contra las densidades opticas del CYP1A] de cada uno de los voluntarios se obtuvo una
r=0.4269 y una p=0.0235, considerada significativa. (Fig. 15) Esta prueba nos indica que el 42% de

la expresion de la enzima se deberia al nimero de cigarrillos fumados por dia

80
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Figura 15, Logaritmo del numero de cigarrillos fumados por dia contra densidades opticas de cada
muestra. r,= 0.4269 con una p = 0.0235.
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Fn la Tabla 1 muestra cn forma resumida el nimero total de personas fumadoras que

presentaron induccion de CYPIAI asi como las personas que no presentaron, al igual personas no

fumadoras que llegaron a presentar dicha induccion. En la revision de cuestionarios se encontro

que algunas personas no fumadoras caen en la categoria de fumadores pasivos. va que conviven con

fumadores v éstas presentaron expresion del CYPIAL como las muestras 18N(Fig. 9 A). 22N,

23N(Fig. 10 A), 27N y 29N (Fig 11 A).

Fumadorcs No fumadores Fumadores Pasivos

Induccion / muestras Induccion / muestras Induccion / muestras
Mujeres R/ 3/6 |
Hombres 8/9 355 4
Total 16/17 6/11 5

Tabla 1. Induccion de CYP1AI en muestras de epitelio nasal de humanos.

La expresion del CYPIA1 en epitelio nasal fuc variable de 0 a 69.9 DO/mm’ entre

fumadores con una media de 34.7 DO/mm" (Fig. 6B,7B,8B). En no fumadores sc encucntra una
variaciéon de 0 a 42.5 DO/mm® con una media de 21.13 DO/mm’ (Fig. 9B,10B,11B). Dichos datos

sc resumen en la Tabla 2.

N . NO
FUMADORES FUMADORES
3w c i Fumadores -
muestra D Omm?  Edad cigidin  sexo i muestra P.O‘'mm?
en casi

“3F 268 27 20 M 1 &N 0
sk 244 29 4 M 2 N 4.2
18F 1] 27 ] M 2 10N 0
19F i0.2 24 3 M 2 1N 199
200 ax2 25 2 I 1 14N 1l
2LF 3.5 22 e I 4 15N 3.0
22F 3.0 23 5] M ] 18N FP 345
23F o 25 4 M 2 19N o
24F 339 23 2 F 2 20N 0
25F 40,1 32 15 M 1 21N 21.9
26F 39.9 26 L M 2 2IN FP 24.6
27 36.8 27 5 M 1 23N FP 245
28K 46.3 22 2 F 3 24N 357
29F 6.9 23 2 F 2 26N 36.7
F 60.3 19 [ F 1 2IN FP 124
3 EER 12 20 F 1 29N FP 40.3
A 699 23 E] F 1

miedia 1.7 240 7% ] media 2

Fabla 2. Datos de los cuestionanos aplicados a los voluntanos

Edad

26
23
23
26
17
19
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s
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BB
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2525
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uw 1.3 i
] ¥ 0
1] F 1]
i I 0
o F 0
1] E 3
o F 0
] M 0
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0 M

0 M 0
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0 M 2
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En la figura 16 se muestra el CYPIAI identificado por anticuerpos en células de epitelio
nasal de fumadores, principalmente se observan células seudoestratificadas ciliadas (A , B). En no
fumadores la inmunoreactividad del CYPIA1 fue menor (C) . Las células planas (D) abundantes del
epitelio respiratorio fueron poco reactivas para el CYPIALI.

R ‘1 =
T e :
. . -;: . | ‘iﬁ

Figura 16. Inmunohistoquimica de células del epitelio nasal. A y B) células seudoestratificadas ciliadas de

L

fumador; C)células seudoestratificadas ciliadas de no fumador D)células planas.




8 Discusion

El epiteho de las cavidades nasales tiene una gran variedad de tipos cclulares como son
cclulas ciliadas. no ciliadas, células globulares. cuboidales v basales. Sin cmbargo. en nuestro
estudio v comao se observa en la Figura 16. las eélulas examinadas fueron fundamentalmente las del
cpitelio plano v las células scudoestratilicadas ciliadas. En estas ultimas {uc donde s¢ observo una
mavor inmunoreactividad para el CYPIAI. Dichas c¢lulas pertenccen a la mucosa respiratoria.
donde va se habian reportado actividad de citocromos P450 en humanos (Gervasi et al . 1991).

La induccién observada de la enzima CYPIALI en ¢l epitelio nasal es probablemente debida
al habito de fumar y al nimero de cigarrillos que las personas consumen por dia (Fig. 15).

Otro hallazgo interesante de este trabajo fue la mavor inmunorreactividad para el CYPIAI
después de fumar (Fig.12). Esto nos habla de la posibilidad de demostrar la induccion de esta
enzima en un (ejido blanco en un plazo muy breve. Esta observacion es importante no solo desde el
punto de vista mecanistico. sino que también podria servir para identificar a sujetos expuestos
mvoluntariamente a sustratos de este citocromo. Trabajos posteriores para investigar la relacion
temporal de la induccion ayudaran a aclarar este punto.

La expresion clevada de la enzima en algunos individuos que se reportaron como no
fumadores (Fig.10 v 11) en algunos casos bien cstablecidos, se debioé probablemente a una
exposicion pasiva (fumadores pasivos), va que conviven en su mayor tiempo con fumadores; esto
es. en el lugar de trabajo o por la asociacion estrecha con fumadores (Tabla 2). En otros casos no se
pudo establecer con seguridad que se tratase de fumadores pasivos. Ademas los datos, revelan que
hubo un mayor nimero de hombres que son fumadores pasivos, ya que no existen diferencias entre
la expresion del CYPIAL entre hombres fumadores v no fumadores. Sin embargo. si hubo
diferencias significativas entre mujeres fumadoras v no fumadoras con una p=0.0023 (Fig. 14).

Las diferencias en la expresion de CYP1AI dentro de un mismo grupo (fumadores o no
fumadores) se pueden deber a la existencia de polimorfismos genéticos del citocromo o a
polimorfismos de las protemas implicadas en la mduccion del CYPI1A] cascada arriba como Ahr v
Amt (Garte et al, 1999) S embargo. otra posibilidad podria ser la mencionada por Anttila v
colaboradores (2001) quienes encontraron que la vanacion interindividual en los miveles de
CYPI1ALI en las muestras de tejido pulmonar de fumadores, no se atribuye al polimorfismo genético
del CYP nidel Ahr, sino a la canuidad de cigarros [umados por dia.

La vanacion en expresion de CYPIAI observada se puede deber ademas a la edad. al
género, asi como al estilo de vida v a la exposicion a contaminantes ambientales las cuales podrian

Jugar un papel importante ¢n las vanaciones cn actividades enzimaticas del epitelio nasal (Dahl v
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lewis. 1993) Para descartar estas influencias es necesario realizar estudios con un mavor niimero
de mdividuos

Por lo limitado de la cantidad de mucestra que se obuene con ¢l cepillo citologico. no se
pudo medir la actividad de la enzima por el ensavo EROD Sin embargo. Gervasi (1991) determino
la actividad EROD en biopsias de epitelio respiratono de humano con un promedio de 25 pmol/ mg,.
lo que representa el 5% de la actividad que se observa en el higado humano. Esto podria explicar
por qué no pudimos obtener suficiente cantidad de proteina para medir actividad con el eepillo
citologico.

Comparando con ¢l cancer de pulmon, existe una baja incidencia de cancer nasal en
humanos (1% de todos los canceres) (Thomton v Dahl.1997) probablemente porque. como va
mencionamos. la actividad del CYP1A1 cn la nariz es muy baja como para generar suficiente
cantidad de metabolitos que se unan al ADN como ocurriria en las células del pulmén en donde si
podrian darse las mutaciones asociadas a la exposicion a HAP observadas en tumores (Mclemore
et al.,1990: Witschi et al.. 1997).

Se ha reportado la existencia de individuos que son mas sensibles a ciertos xenobioticos que
otros. debido a las diferencias en su capacidad metabolica. va que el fenotipo (expresion v actividad
de la enzima) no solo depende del genotipo (la informacion genética, en este caso las vanantes
alélicas de la enzima) sino también de la exposicion a compuestos como moduladores en la
expresion de la enzima (Autrup. 2000) en este caso a la intensidad de fumar v el iempo que se tiene
fumando, asi como al cstado nutricional, el sitio en donde vive, en este caso la ciudad de México,
entre otros.

El encontrar dichas vanaciones de niveles enzimaticos en humanos es crucial va que
pueden ayudar a demostrar la susceptibilidad individual a ciertos efectos oxicos o xenobidticos.
Como podria ser ¢l caso de fumadores como 22F, 29F v 31F, en los que la expresion del CYP1A|
no es igual a lo encontrado en ¢l resto de fumadores. o el caso de no fumadores como 15N, 24N v
26N (Fig. 9A v LITA)L que presentan mduccion del citocromo a pesar de no ser considerados
fumadores pasivos ( Tabla 2)

El CYPIAI expresado en epitelio nasal de fumadores. prueba que el tejido nasal es capaz
de responder a los xenobioticos inhalados al sistema respiratorio (Calderon ct al., 1998) aqui cs
donde sc micia su biotransformacion. Aunque este trabajo representa el primer reporte a este
respecto. realizado en humanos. las respuestas resultan similares a las encontradas en el epitelio
nasal de ratas expucstas al humo de cigarro (Dahl et al., 1993; Wardlaw, ct al., 1998).

Es importante nvestigar la capacidad metabolica del tejido nasal ya que es el primer

contacto de los xenobionicos inhalados que muchas veces se encuentran muv concentrados. v



podrian ser metabolizados en este organo: ademas la induccion de carcinogencsis nasal en
fumadores podria explicarse por la actividad enzimatica observada en este trabajo.

La metodologia desarrollada en este trabajo se puede utilizar como un método de monitorco
mdividual de exposicion a HAP. puesto que se trata de un ensavo no invasivo. de facil
implementacion y bajo costo de operacion. Es una prucba ideal para el monitorio de grandes

grupos.

9. CONCLUSIONES
v Los fumadores presentan mayor expresion del CYP1A1 en cpitelio nasal.
v La induccion de la enzima guarda relacion con el numero de cigarrillos

fumados por dia.

v La inmunorreactividad aumenta en la muestra 32F inmediatamente después
de fumar.
o Es posible obtener informacion relevante con respecto a la exposicion a

xenobioticos, como los HAP, en muestras de epilelio nasal obtenidas con un cepillo

citologico.

10. PERSPECTIVAS

Seria importante implementar la determinacion de la actividad enzimatica y los niveles de
RNAm en estas muestras nasales. asi como correlacionar la cantidad de enzima presente con la
variante alélica del CYPIAl en estas muestras. para observar si existe una relacion entre la

induccion, el polimorfismo v la cantidad de cigarros fumados por dia.
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12. APENDICE
Cuantificacion de proteinas con Lowry D¢

El “Bio- Rad 1)~ protein Assav™ (Lowry et al.. 1951) es un ensavo colorimétrico para la
cuantificacion de proteinas en muestras que estén solubilizadas en un detergente. La reaccion es
similar al ensavo Lowry con algunas modificaciones. se desarrolla en 15 minutos.

El ensayo se basa en la reaccion de la proteina con la solucion de tartrato de cobre alcalino
v el reactivo de Folin. Se desarrolla el color por los aminoacidos tirosina v triptofano. ¢l efecto en
las proteinas es la reduccion vy ¢l reactivo de Folin pierde 1. 2 o 3 atomos de oxigeno, con eso la
produccion de uno o mas posibles diferentes especies reductoras originan el color azul el cual se lec
a una absorbancia maxima de 750nm y una absorbancia minima dec 405 nm.

1. Preparacion de reactivos:

° Adicionar 20 pl del reactivo S a cada mililitro del reactivo A
(preparar al instante) * Las muestras que no contengan detergente omitir este paso.
2 Preparar de 3-5 diluciones que contengan la proteina estandar de 0.2mg/ml

a 1.5mg/ml (para concentraciones bajas Spg/ml a 250 pg/ml).
3. Pipetear 100 pl de las muestras y colocarlos en tubos de prucba.
4. Agregar 100 pl del reactivo A’ v agitar.
5. Adicionar 800 pl del reactivo B a cada tubo y agitar inmediatamente.
6. Esperar |5 minutos. v leer a una absorbancia de 750nm. La reaccion es
estable durante una hora.
Buffer de lisis Single-Detergent 100 ml
e 0.785g de Tris- HCI, pH 8 (50mM)
0.87g de NaCl (150mM)
0.2g de Azida de Sodio 0.02%
0.01g de PMSF. diluir en 1ml de Isopropanol (100 ug/ml)
1 pg/ml de Aprotinina
1% de Triton X-100

Electroforesis

La téenica de clectroforesis  separa proteinas principalmente por el peso molecular
(Laemmli.1970). EI SDS se une a lo largo del polipéptido formando un complejo SDS-proteina que
¢s proporcional al peso molecular. La muesira se alicuota en un amortiguador de aplicacion el cual
contiene [;-mercaptoetanol donde su funcion es romper los puentes disulfuro de las proteinas.

Soluciones: o lg de SDS (0.1%)

Stock de Archilamida 30%/bis-acrilamida
0.8%

. Para 100 ml se pesa 292g dc
acrilamida

e 0.8g de bis-acrilamida

- Se agrega 100ml  de agua
bidestilada y se filtra, se guarda en oscundad
ad°C

Amortiguador de electroforesis 1000 ml

s 3¢ Tris- Base ( 25mM)

. 14 4¢ de Glicina (192mM)

s Aforar a 1000 ml con agua
bidestilada. no ajustar pH v guardar a 4°C
Amortiguador Tris-HCl pH 8.8 (1.5M) 100
ml

. I18.15g de Tris— Base
. Aforar a 100 ml, ajustar pH v
guardar a4°C.

Amortiguador Tris-HC1 pH 6.8 (0.5M) 100
ml
. ¢ de Tris- base

m



o Aforar a 100 ml
ajustar pH a 6.8 v guardar a 4°C.

Persulfato de Amonio 0%,

L]

Pesar 0.2 g v disolver en | ml de

agua desionizada. guardar a 4°C.
Dodecil Sulfato de Sodio SDS al 10%

Pesar 10g, agregar 90 ml de agua

desionizada, aforar a 100 ml y guardar a

4°C.

Inmunotransferencia

Amortieuador de Aplicacion S00ul

253 pl de agua desionizada

63 pl de Trs-HCLipH @ %)

53 ul de glicerol

105 pl de SDS al 10%

26 pl Azul de Bromofenol (0.1%)
25 pl de B-mercaptoctanol

Una vez que las proteinas fueron separadas en SDS-PAGE, son transferidas a una
membrana de nitrocelulosa previamente humedecida en amortiguador de transferencia (Ghershoni
and Palade, 1982). Las proteinas transferidas son antigenos que se pueden detectar con
anticuerpos especificos formando el complejo antigeno-anticuerpo. este complejo se puede
identificar con la peroxidasa de rabano picante acoplado con un anticuerpo secundario, revelarse
con DAB v peroxido de hidrogeno.

Amortiguador de transferencia | |

e  3.03gde Tris—Base

e l44gde Glicina

® 200 ml de metanol

° Aforar a 1000ml con
agua desionizada y guardar a 4°C.
Solucion Bloqueadora 10ml

e 02¢ de leche
descremada (2%)

e  (.5gdeBSA (0.5%)

. 10ml de TBS
Tris Buffer Saline TBS pH 7.6 11

s 24gde Trs —base

e  8.0g deNaCl

a Aforar a 1000 ml con
agua desionizada, ajustar pH vy
almacenar a 4°C.
Solucién TBS — Tween 20 al 0.1%

. Agregar 500ul  de
Tween 20 a 500 ml de TBS.

Anti- CYP1ALI dilucion 1:3000
o 15 ml de PBS

o 015z de leche
descremada (1%)

° 0.15g de BSA (1%)

e  5plde anticuerpo
Cabra anti-conejo dilucion 1:500

. 15 ml de PBS

e 015g de leche
descremada (1%)

e 0.15gde BSA (1%)

e 30 plde anticuerpo
Solucion de Coomassie 1000 ml

e 10g de Coomassie
Blue R-2350

. 450 ml de metanol

s 450ml de agua

. 100ml  de  acido

acético
Solucion destefiidora 1000ml

. 100ml de metanol

. 100ml  de acido
acético

o 800 ml de agua.
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