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1. n t'Su u){'n 

El ci tocromo IAI (CYl'lAl) metaboli 7<l los hidrocarburos aromáticos policic licos ItAp. 

como el bcnzo{a}pircno (!JI'). que se CrM,;IJ(!n!ran en el humo del cigarro. Se ha demostrado la 

inducción de dicha en"jma en tejido pulmonar de fumadores y en células epiteliales no ciliadas del 

sistema respira torio de ratas el(pocstas a humo de tabaco (Kim. el al.. 2004;1)3hl el al. 1993: 

Witschi et al., 1997). 

Existe una importante cantidad de evidencia epidemiológica que asocian el desarrollo de 

enfermedades respiratorias y cáncer de pulmón al tabaquismo (Hemminki el al., 1994). de alH la 

intensa campaila de las autoridades $IIJlitarias en 1000 el mundo para disminuir el wosumo de 

tabaco. Los HAI' también se encuentran presentes en el aire COIllaminado de las grandes 

concentraciones urbanas oomo la ciudad de México y son considerados como los prillCipales 

compuestos carcinogenicos de aire urbano (Hemminky el al., 1994). En nuestro laboratorio hemos 

desarrollado ensayos en tejido epitelial para evaluar el impacto de la exposición a agentes 

potencialmente cardoogénicos (Gonsebatt et aL. 2(00). pof 10 que !lOS interesó el investigar la 

posibilidad de monitorear la expresión de una enzima indocible como el CYP IA I en epi telio nasal, 

ya que constituiría un excelente indicador de exposición a HAI'. Para ello solicitamos muestras de 

cpi telio nasal a 33 voluntarios. de los cuales 11 declararon ser fum adores 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 100/.) para luego proceder a 

transferirlas a una membrana de nitrocelulosa y 8 su inmunodetección t on antituerpos espedficos. 

Los resultados muestran que las células de epitc lio seoooestratiticado de los fumadores 

prc5Cntan una cantidad significativamente mayor de CYI'IAl. La cantidad de proteina está 

relacionada con la cantidad de cigarrillos que los voluntarios alimwon eoosumir. Asimismo. 

cuando comparamos en algunos sujetos la eamidad de la enzima ames y después de fumar 

observarnos un aumento. así como cierta cantid"d de I~l enzima expresándose de manem 

constitutiva en sujetos no fumadores o fumadores pasivos. 

Ik este trabajo concluimos que el CYI'IAI expresado en epitelio nasal de fumadores 

prueba la capacidad del epitelio nasal en responder a lIenobióticos inhalados que pueden ser 

sustratos de la enzima. y que van a distri buir en el sistema respi ratorio y en el resto del organismo. 

Esta metodología se puede utilizar pam rcali:tar monitorcos individuales de exposición a HA!'. 

; 
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2. lnlrod ucc;ón 

La Toxicología Ambiental presla mayor atención en descubrir la presencia de agentes 

tóxicos y sus mecanismos de acción para así pod<:f prevenir sus ereclos. Por la imponafJ(:ia en 

desarrollar mejores mecanismos de protección y nuevas metodologías para evaluar Jos riesgos de 

exposición. se han generado esll.1dios experimentales. estudios de prevención. moniloreos 

ambienlales e incluso estudios epidemiológicos. 

En el ambiente urbano. la gran canlidad de industrias. rios de aguas negras. tiraderos de 

basura as! como la intensa movilidad de automóviles, van generando una maJa calidad del aire. en 

el que encontramos mezclas de agentes químicos y materia particulada, contaminantes como 

hidrocarburos y otros compuestos volátiles orgá.nicos, esto representa un riesgo de salud a las 

poblaciones. la exposición a compuestos externos como fá.rmacos. metabolilos de plantas y 

contaminantes ambientales no polares. se acumulan en los lipidos del organismo. Muchos son 

carcillÓ!,-eoos, mutagénioos, o se unen al ADN formando aductos como los Hidrocarbmos 

Aromáticos Policíclicos ( HAP) (Piipari, ct al., 2000). 

2.1 1..0$ bidroca rburt)!'j aromi licos poliddiros (IIAP) 

Los Hidrocarburos Aromáticos Policícl icos (HAP) son una clase de agentes químicos que 

se eocuentran en la atmósfera, suelo, lagos. océanos e incluso en la cadena alimenticia Se generan 

en los procesos dc pirólisis y pirosíntcsis. es decir, en la combustión incompleta de la materia 

orgW¡ica. en 13 quema de desperdicios y en procesos industriales incluso en la contaminación por 

derrames en pozos petroleros. 

Pueden encontrarse en fase gaseosa, sólida o panieulada, esto es, dependiendo del peso 

moleelllar y la presión de VlIpor. así como de la temperatura ambiental. Son compuestos no polares 

por lo que son liposolubles absorbiéndose fácilmente por la piel para penetrar al organismo. sobre 

todo en fase particulada insolubles en agua, pero solubles en disolventes orgánicos como acetona y 

metanol entre otros. Un ejemplo de HAP es el ben7.o[aJpirellO (BP), este se adhiere a partículas que 

se encuentran en el ambiente, menores de JfUil facilitando su absorción pulmonar, a través de la 

fracción respirable. IlostrOm el al.. (1994) reportaron que la exposición humana a la conlaminación 

del aire urooflO. medida como concentración de HAP, es aproximadamente de 20 nglm' , pero la 

conecntrnción de HA!' varia además. dependiendo de la cstaciÓll del afio. 

, 



I.os IIAI' mas carcinÓb'ellOS sc CI\Cuentran en el humo de l cigarrillo. Uno de ellos. es el RI' 

que akanza conccntraciones cutre 10:1 50 ng por cigarrillo (Smith.. el al. . 2(00). Numerosos 

estudius sdlabn 11 L'Stc hidrocarburo C.IIlH) carcinógeno. IIlUlab":nico y t{¡",ico (I'clkoncn el al .. 

19tc2). El 111' es biOlrlmsfonnadoll 40 metabolitos y conjugados solubles en agua. Este proceso es 

cala l i7~¡do ror varias enzimas: la primera reacción LOS con oxidasas de funciÓll mixta (MFQs) ent re 

ellas los eitocromos 1'450 (Gclboin. CI al.. 1980). 

El metabolismo del nI' es complejo. pero la ruta mas im[)Ol1ante es mediante 

monoxigenasas que in!rodtM;en un átomo de oxígeno en alguna de las diferentes posiciones de la 

molécula produciendo primeramente un cpóxido simple; el segundo paso es una reacción 

espontánea de epóxidos a fenoles. Otra nlta es la reducción del epóxido CQf1 un hidrocarburo (paso 

3). El paso cuatro es la formación de quinooas. formándose previamente el rad ical 6.<Ixi; mientras 

los cpóxidos pucdc!l ser metabolizados a diolcs por la enzima epóxido hidrolasa m1crosomal (paso 

5) o fOffi1arse conjugados con g1utatión (GSH) por la enzima de fase 11 glutation transfel1lS8 

citosólica (paso 6). Los dioles son deshidrogenooos a catecolaminas por deh idrogenasas (paso 7). 

Dioles. fenol es y quinonas también son conjugadas con ácido glucurónico catalizadas por UDP 

glucoronosillransfera.<;a (paso 8) o con sulfato catalizándolas la enzima sulfotransfel1lS8 (paso 9). 

Los fenoles y dio les son sustratos de otras monooxigcnasas (pasolO) (Pclkonen O .. Nebcrt D., 

1982). En cada una de estas reacdones los prodlll,:tos suelen ser tóxicos. por su reac!ividad. ya que 

pUL-den un irse a macromoléculas como el AON y proteínas. provocando toxicidad. mutagéoesis. y 

carcinogénesis. 

, 
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I Al e~posiciÓll ocurre cuando el agente entra en contacto con el individuo. Las vias de 

exposición más comunes son: respiratoria, dérmica y oral. Después de que el agente químico se 

pone en Contacto con el organismo por las diferentes vlas de exposición mencionadas. el agente 

químíco es biotransformado. 

la via respiratoria permite el paso dífC(:to de los agentes químicos al torrente sanguíneo. 

En humanos, aproximadamente 23,000 litros de aire por día interaccionan con 70 mI de superficie 

del tracto respiratorio (Hashek, 1998). Además, e l pasaje nasal provee prOlección al tracto 

respiratorio de ciertos contaminantes filtrando el aire impirado. Esto es de vital importancia en 

ciudades tan contaminadas como Méxioo, ya que en el aire existe una gran cantidad de agentes 

químicos generados, en su mayO!" parte. po!" las industrias. 

2.3 Depósi to. .bson:ión, distribución y uereetbn de fl'IIr1ic ulu in haladas por el 

sistem. respintorio 

Las partículas que constituyen la meción respimble al ser inhaladas presentan un 

diWue\ro entre el 0.1 Y 100 micras (Hashek et al. , 1998). El depósi to de la partícula inhalada en el 

sistema respiratorio depende principalmente de sus caracteristicas flsicoquímicas asi como de los 

me<:anismos de equilibrio del tracto respiratorio. Las partículas con diámetro aerodinAmico de 

5fUTl son depositadas por impacto, primero en la región nasofaringea, en donde hay una velocidad 

alta del aire. Partículas entre 1-5fUTl de diámetro se depositan por sedimentación a través del tracto 

traqucobrooquial. Las mAs pequeilas que osci lan de 0. 1 a 2J.lm de diámetro se depositan en e l 

conducto aéreo en la 7.ona alveolar y es aquí donde acttian los macrófagos alveolares fabooc itando 

las partículas pam ser destruidas (Fig. 2). 

I.a absorc ión. distribución y excreción de partículas que llegan a la nasofaringe pu(.'den ser 

removidas por reflejos Iales como la tos, estornudo o ser ingeridas transportándolas al tracto 

gastrointescinal excretándose en las heces fe<:ales. Otra ruta, es cuando de la nasofaringe pasan al 

torrente sanguíneo, se filtran en el rillón y son excretadas en la orina; o bien del torrente sanguíneo 

pasan al fluido inh:r.slÍcial depositiiJ'ldose en órganos, músculos, hueso o en zonas lipídi,as (Fig.3). 

, 
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El sistema respiratorio consta de series de pasajes como la nariz, nasofarinb>e. faringe, 

tráquea, bronquios y dos pulmooes; su principal función es proveer de oxigeno al organismo y 

eliminar el dióxido de carbono (C~) de l. sangre. 

Se di vide en tres grandes panes: una respiratoria localizada en los pulmones, aqul se 

realiza el intercambio de gases entre el aife inspirado y la sangre; otra conductora. que incluye las 

cavidades nasales. nasofarin ge, faringe y trnquea, su principal fuoción es calentar, humedecer y 

filtrar el aire inspirado antes de que llegue hasta los pulmones donde ocurrirá el intercambio 

gaseoso. La ten::cr parte es el sistema venlilodor que incluye la caja torácica y los músculos 

intercostales. diafl"llgm~ y tejido oonec1ivo elástico con el pulmÓro. los cuales trllooj~ro juntos parll 

mover el aire del tracto respiratorio (Ross el al. , 1998). 

la;; cavidades na;;ales son cámaras pares separadas por un tabique óseo y cartilaginoso, su 

epitelio es linear altamente vaseulariZi'ldo con membrana mllcos¡¡ y con~ i ste de cuatro ti pos de 

epitelios: escamoso estratificado, transicional.. respiratorio y olfatorio. Cada cámara se divide en 

tres regiones: el vestíbulo. el segmento respiratorio y el seb>menlo olfatorio. 

El vestibulo se comunica hacia la parte anterior con el ambiente externo. está revestido por 

epi/e/jo eS/YaJifkado plano no queratinizado, continUa hacia la piel de la cara, contiene 

vellosidades que filtran las particulas más grandes antes de que eltorrcnte de aire pase al restO de la 

cavidad. También posee glándulas sebOOeas y ~\lS se<:recioJ1e!; contribuyen al 8trnpamiento de las 

, 
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f'<lrtíctllas . d(lfldC nn~li7~ el vcstibuln. el epite lio eslmlifical.lo pl~no se hace más delgado 

t rallsforll1:\1lI1os~ en ~pilClio ScudOo.:slralificiH.lo C;lracl~rislico del s1stcm;, rcspirntono. 

1:1 s<:g1llC1110 respiratorio o 111"<'(,,'/, /""'</';'"lor;1I calicllla. humedece y tillra el aire 

inspirado. ESI~ COl1 stil lli¡Jo por epitel io se .ul"c."lrolijlc{l{/o dlimlricn ci/iadv. A su vez este epitelio 

se compone de seis tipos celulares: células ciliadas. cada cilio de 71lnl de altura (Ham. A. W., ]986) 

células no ciliadas colunuwes. células cuboidalcs. células en cepillo. células globulares con mucus 

y células basales. 

El scgmcnlo olfatorio está revestido por la mucosa olfa/oria. Consiste principalmente en un 

epitelio seudoc'Slratiflcado oolumnar. con lámina basal y lámina propia. También presenta tres tipos 

celulares: las células basales. las célula~ neurales (olfatoriao;), y las célula~ sustentaculares la~ cuales 

se extienden hasta la lámina basal distribuyéndose uniformemente a través del epitelio olfatorio. La 

mucosa IrattsióQtwl está separada del epi telio escamoso y del epitelio respiratorio ya que consiste 

de células no ci liadas. Ademas, el epitelio transicional es el sitio blanco euando se inhalan tóxicos, 

aquí son transfonnados demro del epitelio secretor (Hashek et al., 1998). 

La mocosa de los pasajes nasales contiene diferentes glándulas. wmo son las glándulas de 

Bowman's. locali7..adas en la superficie del neuroepitelio olfatorio, las glándula~ sero-mucosas y las 

glándulas veronasales situadas en el septum nasal; dichas glándulas contienen gran cantidad de 

rcticulo endoplásmico liso. conocido por la presencia de citocromos P4S0 y otras enzimas que 

ayudan al ciclo de los citocromos. como la NA OPH· citocromo P450 reduclasa; enzimas de fase 11 

como glutat ión S transferasa y y-glutamil transpcptidasa (Brinebo, 1997). 

2.5 Fisiol~íH y función de las vlu Itérea~ ~uperiores 

1.3 función tk las fosas n<lS1\les es la de f,ltra r '! cai<'ntar el aire inspirado. La filtración se 

lleva a cabo medianil' la ayuda dl' ,·dlosidIlOcs situadas cn el vestíbulo de las fosas nasales. la~ 

cuales flltmn partículas graOOl'S. Sin embargo, la principal via de eliminación de partículas es 

mediante /0 flrecipilociim I",bu/en/a. que sucede cuando el aire pa.~a a través de la~ vias nasales y 

golpea muchos de sus relieves obstructivos: los cometes nasales, el tabique y la pared faríngea, de 

manera que al cambiar de trayectoria las particulas son atrapadas por el revestimiento de moco y 

transportadas por los cilios a la farin~e para ser deglutidas (Goyton. 2001). 

Toda la superficie de las vías respil3torias esta reveslida de un epi telio ci liado, ~Ofl unos 

200 cilios por C11d~ célula: eSlos cil ios baten continuamente. a una frecuencia de lO a 20 veces por 

~egllnd" h ;tci~ d\lT1<k ~e enCllemra l:! farin ge. IIlgr3ndo qllC el fe~estimicnl\l del mOC(' fluya 

'" 
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ICl'llall1Cnle a Ulla velocidlld de lcm/min (GaylOn. 2(01 ). DcspuCs. e l moco y las partículas (IIIC 

lleva atropadas se degluten o cspulsan al c)(!Cnor medianl': 1;1 tos. 

El mecanismo nasal de turbulencia P'lrlI eliminar particulas d~ aire es lun eficaz qu~. a 

[rayes de las fosas naslI les. casi no penetran en los pulmones [lHnkulas de mas de 6 micr~s de 

diámetro (Jones, 200 1). Sin c mbar!,'O muchas pankulns del tarnaílo de 1 a 5 micras se depositan en 

los brooquiolos más pequcflos por precipitación o efecto de la gravedad. Otras panículas menores 

de 0.5 micrns de dilÍmetro permanecen suspendidas en el aire alveolar y son e~pulsadas 

posteriormente por la espiración. 

Las panículas del humo de dgarril lo tienen un Iamai'io de unas 0.3 micras y casi ninguna de 

estas panículas se precipitan en la~ via~ respiratorias allle:-; de alcanzar los alvéolos. Hasla una 

tercera parte de ellas se precipita en los alvéolos por el proceso de difusión. quedando el (\.'Sto 

suspendido y s iendo expulsado con la espiración. Las partículas atrapadas en los a lvéolos son 

eliminadas por los macrófagos alveolares y otras son eliminadas j)Or los linfálicoo pulmonares. El 

exceso de patticulas hace crecer tejido en los tabiques alveolares y produce una debi lidad 

permanente. 

El sistema respiratorio presenta mecanismos de defensa e.~pedfieos y no especificos. 

2.5. 1 Mecanismos de defensa no es¡recificos 

La primer forma de defensa es la precipitación turbulenta, ya antes menciOflada, la segunda 

son los reflejos como la tos y el estornudo que ayudan a eliminar los agentes externos del tracto 

respiratorio. Esta respuesta fi siológica depende del s itio recepto!" e ineluye cambios en la 

ventilación, presión sanguínea y en la secreción del moco. Estas funciones minimizan la 

penetración de panículas al tracto respiratorio. 

Las pequei'ias panículas que llegan a sedimentarse en el pulmón son destmidas por los 

maerofagos alveolares quienes destruyen los agentes externos prodllCiendo especies reactivas de 

oxigeno (ROS). óxido nítrico y superóxidos (Hashck el. AL 1998 Y Lang J.O .. el. Al. 2(02). además 

contienen enzitna~ de digestión como las hidrolasas y lisoenzimas. 

El pulmón contiene mecanismos de defensa antioxidantes los <:ua les son imponantes para la 

protección celular contra el estrés oxidativo endógeno y exógeno. Esta protección la llevan a cabo 

enzimas tales como la ¡;atala~ la superóxido dismuta~a y la glutatión pcroxidasa. así como 

sustancias antioxidantes como las viuminas E, e y el glulalión. 

" 



--

1.S.1 {lf'·Cfllli.\'mII.I' dt' Ill'fl'n.m t'.v,t'djicm' 

Estan ímimam~nlc ligados con la defensa inmunológica. El sistema rt."Spiralorio presenta 

dos compartimientos el primero se localiza en el lracto respiratorio superior donde se producen 

anticuerpos del tipo IgA que son predominantCll en la respllCSla inmune al nivel de la mucosa. Los 

anticuerpos del tipo 19E también son sintetizados fonnando parte de la respuesta hipenensitiva 

inmediata. El segundo compartimiento inmunológico se localiza en ellmeto respiratorio bajo o en 

la región alveolar. donde hay una respuesta típica inmunológica. con anticuerpos del tipo IgG 

(Hashek el. Al. 1998 Y Joncs, 200 1). 

En las vias respiratorias superiores, las células presentan un gran número de cnzimas que 

melabolizan xcnobióticos y están ampliamente distribuidas en las células nasales epiteliales. Existen 

enzimas donde su principal función es metabolizar dichos compuestos externos, es decir 

biotransjorman estos agentes químicos a compuestos solubles en agua para así ser eliminados del 

organismo. 

La biotransformaeiÓrl de los compuestos xenobióticos se divide en dos fases: 

FASE I o fuocionaliza<:i6n. En esta etapa, un gnl])O polar es introducido en la molécula. 

incrementando así su solubilidad en el agua. El efecto más importante es que el agente externo se 

convierte en un sustrato para las enzimas de la fase 11. las reacciones son oll:idaeión, reducción o 

hidrólisis. la hidratación de ep6xidos y la dehidrohalogen3ción (Hodgson et. Al. 1(94) Dentro del 

grupo de enzimas de Fase I se encuentran las tlavin-monoxigenasa (FMO) y los cit!Xromos N50 

(C YI'450) 

FASE 11 o de conjugación, aquí el compuesto alterado se combina con un intennediario 

endógeno produciendo así un producto conjugado más hidrofilico que fácilmente se puede ell:,relar. 

Las vías de ex,re,ión son biliares o conductos urinarios. Los ímcrmediarios endóbocllOS se dcri\"an 

de carbohidratos. proH:ín~s. com])Onentes con 3lll fTC' o fosfalOs e intermediarios del metabolismo 

lipídieo (Daulerman, 1994). las enzimas de fase 11 son la glulatión S-transferasa (GSl), g1ucuronil 

transferasa y sulfotransfcrasas entre otras. 

En estos procesos de hiolrllnsformación. en algunos CH.'iOS, los productos intermedios o 

finales suelen ser más tÓllieos que el compuesto original, a este fellÓmeoo se le llama activación 

metlloolica. Un "aro ejemplo de la activación metabólica es la biotransformación que sufren los 

hidrocarhllros arom~1ÍCo< policídicos con algunM enzimas de t~l~e I como loo eitneromos ¡>4 .~fK 
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l,a función de los citocromos P450 fue descub;cn~ por Estabrook. Cooper y Rosenthal en 

1963. ellos demostraron que la acción del cilocromo 1'450 se basaba en una reacción de 

hidro~ il ación. Más tarde. demostraron la o)(idaciÓfl de varios farmacos por microsomas de hígado 

que contenían los citocromos P4S0. Para 1970. habían sido publicados una gran variedad de 

trabajos donde se demostraba que los citocromos P4S0 se encOntraban ampliamente distribuidos en 

organismos eucanonlcs: animales. plantas. hongos y en algunos procarionlcs. Con la técnica de 

clonación de DNA en 1980. se comparo la secuencia de aminoácidos de los P450 entre especies. 

encontrándose una divC1b't!ncia evolutiva a partir de una fonna anccstnll s imple. Más tarde se 

demostró que la expresión de a1gwlO& P450 es tejido-específica, y durante el desarrol lo estadio

especifico para algunos animales y plantas. lo que indica la existencia de una alta diver>idad de 

funciones de estas hemoproteínas. (Costas, 1996; Omura 1999). 

Los citocromos P450 (CYP450) constituyen una gn'In famil ia de hemoprotefnas 

ampliamente distribuidas en tejidos de vertebnldos, invertebrados. plantas. hongm y bacterias 

(Omura, 1993) son enzimas esenciales para la biosíntesis y metabolismo de varios compuestos 

endógenos como hormonas esteroideas. vitaminas y ácidos grasos (Omura, 1999); también 

participan en el metabolismo de oompuestos eKógenos como f¡innatos. contaminantes ambientales. 

carcioógenos y Kenobiótioos. Su principal papel es reaccionar como oxidasas de función mixta. 

La distribución de los ci tocromos a nivel tisular. se ha estudiado principalmente en la 

fracción microsomal del hígado de mamíferos. Se encuentran locali7J1dos en la membrana del 

retículo endoplásmico (Escobar- García, 2(03). Estas enzimas exhiben simil itud entre su estruclUra 

y sus mecanismos de acción. sin embargo ticocn diferencias significativas en la función detallada, y 

en propiedades del sitio activo (Anzenbacher. et al.. 200 1). I.a propÍl'dad mas importante de eSlas 

enzimas es su habi lidad por unir y activar dos átomos de oxigeno. Debida a su amplia distribución y 

al gran numero de en;,jmas actualmente reportados. se creó una nomenclalura que incluye la raiz del 

nombre CYP (ei tocromo 1'450). un numero arábigo designando la familia. una letra indicando la 

subfamilia y un segundo número arábigo denotando los miembros de dicha subfamilia. Una familia 

está imegrada por aquellas proleinas que tengan un grado de similitud en su secuencia de 

aminoácidos 2:40%; a su vez. los miembros de una subfamilia tienen al meno:; el 55% de s imilitud 

en su $CCueocia de aminoácidos y los miembros de cada subfamilia sólo difieren en un 30/. de su 

secuencia (Gon"ale7~ 1990; Anzcnbacher, 200 1). 



2.6.1 Actividad de los dlocromos 

La reacción del CYP4SO se propone como un "ml."CIlIlismo ciclito" el cual inicia con la 

reducciÓll del grupo bemo dcl CYP. a una forma ferrosa (Fe/·). se introduce un primer ek'Clron 

donado por la molécula NADPH. a.~i el sustrato se puede unir al citocromo P4SO. a este complejo se 

une el O) molecular. El segundo electrón es introducido a la fOlllla oxidada de la hemoproteina 

ferrosa resultando en la activación de la molécula unida la oxigeno. el sustrato oxidado es liberado 

y el citocromo regresa a su estado férrico (Fe J') para iniciar otro ciclo (Omura, 1993). El primer 

electron de la reducción a la forma ferrosa del citocromo P450 es siempre suministrado por 

NADPH-ci tocromo P4SO reductasa.. mientras que el segundo electrón de la activación del hemo 

unido a átomos de oxigeno es transportado por la citocromo bl reductasa. (Dooald deBethizy y 

Haycs, 1994) 

~-", 
~ [--".,' -- ~::-...;:, ~~.x:x-

........ - ..... -
Figura 4. Ciclo catal;tico dd citocromo P450 dependiente a mooooxigenasas 

2.6.2 Su.bfwniJÜJ lA 

EstA subfAmilia tiene dos miembros el CYPIAI y el CYP1A2 cuyos genes se encuentran 

locali7..ados en el cromosoma 15 en humaoos. Poseen una secuencia de 512 aminoácidos. su peso 

moleculares de 58..165 D. el CYPIA2 con 516 aminoácidos y su peso molecular de 58.082 D. el 

porcentaje de similitud entre ellos es de 71.7% (Kawaji ri. 1996). Se han hallado cn el perro. el 
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conejo. el ratÓfl. la rala y en el hámster. La secuencia del CYPl A 1 se ha dctcooinado también en 

mooos y en peces. 

Los dos miembros de la subfamilia CYPIA son muy similares entre sí por su estructura 

primaria. así como sus propiedades fisicoquím icas. aunque presentan diferencias al nivel de los 

sustratos que mctabolizan como en s u distribución en los tejidos, expresados en niveles de RNAm y 

de proteínas. Por ejemplo el CYP1AI !IQ sólo se expresa en el hígado, \aIllbién se expresa en varios 

tejidos, como pulmón, rillones, es6fab>O, estómago, intestioo delgado y colon (Diog X., 2003); 

mientras que la expresión del CYPI Al se mantiene confinado únicamente al hígado. El CYPI A I se 

caracteriza por rnctabolizar a los HAP y el CYPl Al metaboliza las aminas aromáticas y la cafeína.. 

2.6.3 El C J'PIA I 

El producto del gen r:ypJaJ es la enzima conocida como hidroxilasa de hidrocarburos 

aromáticos (AlII-I) que Qlta]iza el primer paso en la bioactivación de muchos can,;illÓgenos 

ambientales tales como el RP presente en el humo del cigani llo. En humanos se considera como 

una enzima extrahepática, porque se ha. efl(:ontrado cantidades considerables de RNAm y su 

protclna en pulmón, linfocitos y placenta de fwnadores activos. El Cyr lA I es la enzima 

microsomal responsable de la activación de hidrocarburos aromáticos poIieJelicos cardn6geoos, tal 

como el 81' en tejidos extrahepáticos. (Kawajiri. 1996) 

El gen cyplal esta locaIillldo en el cromosoma I Sq22-q24 (Gibson y Skett, 1994), se han 

estudiado cuatro polimorfismos genéticos en relación con la slIS(:Cptibilidad al cáncer. Uno es el 

CYPI AI·2A que fue detectado por medio del reconocimiento de la enzima Mspl. este 

polimorfismo se encuentra en la región 3'·OanqueanlC con una sustitución de Arg554 por lisina, 

asociada con la susceptibilidad a cáncer de pulmón en la población Japonesa (Landi el al., 1994 en 

Smart el al.. 2000) CYP IAI·28 es también positiva para el reconocimiento de la enzima Mspl, se 

CfI(:ucntra en la región del exón 7 con resultados en la sustitución del aminoácido 1Ie462 por valina 

(Hayashi et al.. 1991 en Smart el ~I .. 2000). OIro polimorfismo. el (YPI A 1-3 es especifico para la 

población Afro-Americana se locali7..l1 en la región 3' no codificante n 'aioli et al .• 1998 en Sman el 

al. , 20(0). El polimorfismo más reciente es el CYPIA 1·4 localizado también en el exÓll 7 con una 

suslitudón de Thr461 püf asparagina. (Kawajiri. 1999 y 5mart el al.. 20(0). 

La expresión del gen de (YPI A 1 es regulada por el receptor de hidrocarburos aromáticos 

(AhR). En ausencia del inductor, este receptor se eocuentra en el citoplasma unido a proteínas de 

cOOque térmieo con un peso de 90 kD (I-ISP90). XA P2 (virus X de hepat itis Il unido a proteínas) y 

p23 se requieren para mantener la estabilidad del complejo de hsp90 (Mimura, 2003 y Whit lock, 

1995 ). 

" 
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Cuando un agente o xcnobióticQ inductor liposoluble como el 111' o el Te D!) (2.].7.8-

tclraclorodiOCI17..o-p-dioxina) se uoc al AhR. se disocia el complejo Ah1UHsp9OlXA I>2Jp23 para 

unirse al inductor formando un complejo BaP-AhR en el citoplasma este complejo se UIlC al 

translocador nuclear del AhR (AmI). fAcilitando la tnllls locación /11 núdeo celular. en el núcleo este 

complejo se une a la secocnci3 consenso de los elementos de respuesta a )(cnobióticos (XRE) 

determinada por S'· TNGCGTG-3', resultando en la transcri¡x:ión del CYI'IA f. Tanto el AhR y AmI 

son miembros estructuralmente relacionados con la familia de factores de trnnscripción designada 

COIllQ bHLH (basic helix-loop-helix) (Mimura 2003 y Whitlock, 1995) . 

-- ....... -

Figura 5. llIdllCCión del CY P1Al por el AhR_ Mirnura L Fuiij·Kuriyama. 
Y.2003 
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2.7 l..os "redos del humo del tabaco en el s istema respiratorio 

Un estudio epidemiológico rcpona la existencia de al menos 4~2 ingredientes activos en el 

tabato; muchos incrementan la actividad biológica cnzimatica.. producen carcillOgcnicidad. 

nlulagenicidad y ci loxicidad; de estos iOb'l'edientcs. 291 se transfieren un 99% inlaclos a la 

atmósfera y el I~o son transfonnados por pi rólisis (Baker et al .. 2(04) 

Los esludios epidemiológicos proveen una evidencia directa sobre el riesgo de cáncer 

pulmonar en humanos. En el caso de una e:otposición ocupaciOl'lal, se requiere uoa exposición de 

111gtmJ de BP por día, para desarrollar cánceT de pulmón. Un fumador activo (promedio 8 cigarros 

por dial se encuentra expuesto a aproximadamente 400 ng/día de BP. Fumar tabaco es el primer 

factor de riesgo para desarrollar cáncer de pulmón y en áreas urbanas hay un aumento al riesgo en 

pade!;cr cáncer de pulmón en mujeres y en 00 fum adores por la exposición ambiental a HAP 

(Hcmminki el aL, 1994). 

En 1997 Witschi y colaboradores ( 1997) reportaron la carcioogenicidad del humo del 

tabaco ambiental (HTA); me humo se compone de un 15% del humo imemo, siendo el humo 

inhalado y luego exhalado por el fumador, y un 85Y. del humo externo: esta mezcla es la que 

inhalan los fumadores pasivos. Al exponer ratas a dicho HTA se generan tumores en epitelio 

bronquial y alveolar, ademis un incremento en la síntes is del ADN, asi como de la enzima CYPIA I 

en pulmones y en células epiteliales no ciliadas. 

El efecto del humo externo se ~neja a nive l celular afectando la estructUTll y función de 

fibroblastos (las células encargadas de la cicatrización y reparación de los tejidos), act iva protelnas 

de estrés en el retlculo endoplásmico. estimula protelnas encargadas en la proliferación e inhibe la 

migración celular, estos procesos repercuten en una mala cÍCBtn7.8Ción, muy común entre 

fumadores, además en enfermedades como cáncer y fibrosis pulmonar (Woog el al. , 2(04). 

Diferentes estudios han demostrado que la cantidad de aductos HAP-AON en macTÓfagos 

bronqueoalveolares de fumadores es mayor que la observada en no fumadores y se relaciona 

exponencialmente con el número de cigarri llos fumados por día Además, los fumadores presentan 

un incremento en la expresión de enzimas que mclabolizan xenobióticos romo CY PI B I Y CYP3A; 

la proporción de macróragos también resultó más elevada en fumadores . Sin embargo en este 

estudio no se observó una relación entre la expresión del CYPIA I en los macTÓfagos y la formación 

de aductos HAP-DNA como lo reportaron Piipari et al ., 2000. 

McLemore et al. (1990) reportaron una asociación positiva entre la actividad de fumar 

cigarri llos y la e-"presiÓll del gen cyplal en tejido normal de pulmón; la e-"presi60 de dicho gen se 

ha detectado en ciertos carcinomas pullTlOf\3/"eS acompañada con otros ci tocromos que metabolizan 

eomptocslos [lmnlutagénioos y procarcinóge~. Adem~s, la canlirt:ld de RNAm del CYPIAI 
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disminuye al dejar de fUmllf durarnc dos semanas y desaparece por oompleto ~ 18s seis semanas. 

Gcrvasi el al.. (199 1) reporla la actividad general de enzimas que mctaboli7..an xcnobiÓlicos en 

epitelio nasal de tlUmaoos: .::nlrc ellas la actividad del CYI'IAI mcdiatUc el ensayo de EROD 

(cloxiresorufina O-deetilasa) en biopsias de mucosa respiratoria de humanos encontrando una baja 

actividad el CYPI A 1 con respecto al hígado humano, y una alta expresión de la enzima de fase [] 

GST (glutatión s-tranferasa). 

Los fumadores muestran mayores niveles de expresión del CYPIAI en pulmón 

(15.5pmoVrng microsomal de protelna) que los 00 fumadores (6.5pmollmg microsomal de proteína) 

pero no diferentes que de los ex-fumadores (19.0 pmollmg microsomal de protelna), indicando asl 

que en los fumadores hay una mayor capacidad metabólica responsable de la activación de muchos 

procan:in6genos y )(tnobiÓlicos causados por el tabaco (Kiffi, el al., 2(04). 

La mucosa nasal de varias especies presenta niveles significativos de enzimas que 

metabolizan xenobiótiws. Por ejemplo, en la mucosa. nasal de rata, se hallaron isoenzimas P4S0 

como la CYPIAI , CYrlBI y CYP4BI (Dahl el aJ ., 1993). También en la cepa de rata F344 se 

observó la expresión del CYP IA I, CYPI A2 y CYP2BII2 en células ciliadas de la mucosa nasal 

expuesta al humo de cigarrillo (Wardlaw, el al., 1998). Los eitoeromos P4S0 que se han detectado 

en los pasajes nasales sugieren que éste es el primer mecanismo de defensa eontra los xenobióticos 

inhalados. 

El transporte de RP inhalaoo por ratas llega a la mucosa olfatoria. en 1M células 

sustentaeulares y en las células ron glándulas de Bowman's aqul es bioactivado por d CVPIAl, 

sus productos se establecen en la zona apical de las células olfatorias neuronales uniéndose 

covalenlemente a macromoléculas. además el RP o sus metabolitos pueden viajar a través de los 

axones de dichas células. generando indueción de tumores cerebrales (Persson el al., 2(02). 

Frye y colaboradores ( \990) reportan los efectos del humo del cigarro en la función 

olratoria de animales. mostrando que se causan cambios anatómicos en el epitelio olfatorio. 

incluyendo la redueci6n en el tamal'lo y número de vesículas olfatorias además de las células 

ciliadas. 

A pesar de loo efectoo del cigarro, un estudio epidemiológico concluye que el riesgo a 

desarrollar cánceT se incrementa con los aI'iOS que se ha fumado y se intensifica con la cantidad de 

cigarros por día (Flanders el al., 2003), este riesgu se incrementa también para los fumadores 

pasivos que consumen un bajo nivel de vegetales (Brennan el al., 2(04). 

" 
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3. "Ianl ta miento del prohlema 

El tejido nasal es el prirncr punto de comacto ql.lC tienen los xenobióticos inhalados por un 

organismo. Por lo tanto, el epitelio nasal es un tejido centinela en donde podemos evaluar la 

exposición humana a sustancias ló~ica~ y carcinógena~. ya que "Ia nariz es la ventana abiena hacia 

el sistema respiratorio" (Calderon el al. , 1998). 

Los HAP son los carcin6genos más abundantes en el aire urballQ. El humo del tabaco, 

comiene algunos de estos HA P. por lo que los fumadores están expuestos a niveles más elevados de 

ellos. Existen trabajos que demuestran la expresión de CYPl A 1 en la mucosa nasal de roedores 

expuestos al humo de cigarro, (Dahl, 1993; Wardlaw, 1(98) dicha expresiÓll se ha relacionado con 

la etiologia de carcinomas pul monares (Witschi el al., 1997; Kim. el al.. 20(4) por lo tanto sería 

posible demostrar un efe<:lo similar en la mucosa nasal de humanos, espct.: ílícamenle en la mucosa. 

nasal de fumadores . 

4. m [lÓte!! is 

Si el humo del cigarrillo contiene hidrocarburos aromáticos policiclicos inductores de 

\ enzimas que metabolizán xenobióticos entonces las personas fumadoras presentarán una mayor 

concentración de CYPI A I en células del epi telio nasal. 

5. Objetivo general 

Investigar la presencia del CYPI A l en células del epitelio nasal de personas fumadoras y 

no fumadoras. 

Obj .. tivos puticula res 

.:. Delerminar la preseocia del CYPIAI en células del epitelio nasal de 

personas fumadoras mediante westem blolS . 

• :. [)cterminar la presern:ia del CYPl A l en células del epitelio nasal de 

personas no fumadoras mediante weslem blots . 

• :. Realizar un análisis semicuantilativo comparando la concentración de 

CYI'I A I entre fumadores y no fumadores. 

" 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6. 1 Toma y PTocesamiento de hu 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 realizó un cuestionario en donde se 

colectó información acerca de la edad, género, número de dgarTi llos consumidas, estado general de 

salud y en el caso de los no fumadores si vivían o pasaban mocho tiempo junto a personas que 

fumaban. La toma de muestra se realizó con un cepillo cilol6gioo, raspando la cavidad nasal de 

ambas fosas. El cepillo fue sumergido inmediatamente en un tubo tipo Eppendorf conteniendo 

500J.ll de una solución para Hw- las células compuesta por: 50mM de Tris- He! (pH: 8); I SOrnM 

NaC1; 0.02% de Azida de Sodio; 100 f.L8Iml de PMSF; I fl8Iml de Aprolinina y 1% de Tritón x-

100. Se cortó el mango del cepillo, para tapar el tubo el cual se agitó en un vortex durante 3 

minutos, se extrajo el cepillo y se congeló ellisado celular a - 70"C hasta su análisis. Antes de 

proceder al anális is de las proteínas, se eliminó pane del disolvente para concentrar las muestras 

hasta obl:ener un volumen final de 200 p.1 en una concentradora tipo Eppendorf, a temperatura 

~\ ambiente, durante 90 minutos aproximadamente. 

6.2 Determinación de la ('I)ncentnll;ión de pmleinl\S: 

Se detenninó la concentración de proteínas de las muestras con el Kit Lowry Dc 

(BIORAD). Para ello se realiza una curva eslándaT coo concentraciooes conocidas de albúmina 

(BSA). Se pane de una solución madre de l.4mg/ml. Se hicieron duplicados de 3.6, 7.0, 14.2, 2 1.4, 

28.6. 3S.6. 71.4, 107.1 111 del stock de albúmina, equivalentes a S. 10,20, 30,40, SO, lOO, ISO, 200, 

Y 2S0 I1g respectivamente, se agregó a cada uno lOO 111 de la solución A' (adicionar 20 p.1 del 

reactivo S a cada mili litro del reactivo A preparar al instante), se agita y se agrega 800 p.1 de la 

solución B (BIORAD). se vuelve a agitar y se deja incubando durante IS minutos a temperatura 

ambiente. Se detennir1Ó en una absorbancia de 7S0 nm en una cubeta de polipropileno de Iml en un 

espectrofotómetro UllrOSpec 2000 ( Pharmaeia Biotech).Tomaodo un volumen de 20 p.1 de la 

muestra se agrega el mismo volumen de las soluciones A' y B. se incuba durante 1 Smin, y se lee a 

la misma absorbancia Los valores de absorbancia de la albúmina se ut ilizan para realizar la curva 

estándar en el programa Graph Pad InSta!. Los valores de absorbancia de las muestras se interpolan 

a panir de la curva patrón de albúmina para calcular la conccntmción de proteina 
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6.3 Eleet rofo res is 

Se ajustó la cant idad de protcina a 45 ~lg por caml para cada muestra. A cada volumen se le 

agregó amortiguador de aplicaciÓfl (500 1-11 : 253 ¡.ti de agua desionizada; 63 ¡.ti de Tris-HCI (pH 6.8); 

53 1-11 de glicerol; 105 ¡.ti de SOS al 10%; 26 1-11 Azul de Bromofenol (O.W. ) y 25 ¡.ti de ti
mercaptoetanol.) se desnaturali71lrOl1 durante 2 minutos 8 95"'<:. Posteriormente las muestras se 

colocaron en geles de poliacrilamida y doc:!eól sulfato de sodio (SDS-PAGE). Se utilizó un gel 

separadO!" al 10''10 y un gel concentrador al 4%. En cada electroforesis se uti lizó un control positivo 

de CYPI A l de humano (GENTESl') y un marcador de peso molecular prelenido ([nvitrogen Ufe 

Technologies). Se corrieron las muestras durante 95 minutos a 100 v. Una vez tenninada la 

elcctroforesis se realizó la inmullQtransferencia que se describe a contirlUación 

6.4 Inmunot ra nsferencia 

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 

_ \. proteínas transferidas con una solución bloqueadora (apéndice) durante toda la noche. con agitación 

moderada y en frío (4 QC). El segundo paso es la incubación de la membrana con [os anticuerpos 

específicos para la proteína que deseamos revelar, en este caso se utilizaron anticuerpos primarios 

policlonales anti-CYPIAI humanos (CHEMICON Intemational). La membrana se incubó durante 

60 minutos a una dilución 1: 3000 en PRS con 1% dc leche en polvo y 1-;. de RSA. Posteriormente 

para revelar la presencia del complejo, se incubó la membrana con los anticuerpos secundarios 

acoplados a peroxidasa dUI"".!.nte 60 minutos a una dilución 1:500 en PBS con 10/. de leche en polvo 

y 1% de BSA. Se rea1i7aron tres lavados dc lO minutos con TRS-Tween 20 al 0. 1% y un último 

lavado con TOS. 

6.5 Rcvchu lo 

La presencia de la proteína se reveló con l ()mg de diaminobenzidina DA8 (BJORAD) en 

20ml de ras y 2¡.t[ de peróxido de hidrógeno. Por otro lado. el gel de poliacrilamida se tiM con 

a7.ul de Coomasie durnnte 120 minutos y se deslii'ló con \In1l solución de metanol al 30%. SO% de 

agua y 20% dI! ácido acético hasla que las bandas fueron visibles. 
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6.6 Anélis is 

Las membranas se analizaron con el sollware Quantity Onc para 1'<: Winduws 9519812000. 

Se tomó como parámetro de medición las densidades óplicas por milímetro cuadrado (D.O.fmm l
). 

Se obtuvo el porcentaje de proteína presente mediante lo siguieme. 0 .0. del control positivo entre 

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

fumadores y no fumadores fueron comparados mediante pruebas no paramétricas como la U de 

Mann-Withney (fumadores y no rumadores). La correlación entre la presencia del CYP1 Al y la 

cantidad de cigarrillos consumidos se investigó mediante un análisis de correlación de Spearman. 
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7. Rt'sultados 

En I~s siguientes figuras se obscrvnn I~ imnllnodctección del CY I' IAI de los 33 lisados 

cclul~res de epitelio n~sal de fumadores y no fumndorcs. I'odcmos obserV'lr una mayor expresión de 

la proteina en las mueStras de fumadores. con excepción de algunas muestras como 18F(Fig.6 A), 

22F(Fig.7 A) Y 3I F(Fig. 8 A). Sin embargo, en las muestras de los no fumadores se observa una 

menor expresión de la proteína, comparada con los fumadores a excepción dc las muestras 27N y 

29N (Fig.ll A). Esto se corrobora con el análisis dcnsitométrico de cada una de las muestras. 
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Figura 7. A) Inmuoodctección del CYPI A I de fumadores; e · control positivo, F - fumador: B) 
Gráfieo del an' Jisis en densidades ópticas por milímetro cuadrado. 
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Figura S. Al lnmunodetecciÓII dd CYPl A I de fumadores; e .. control positivo, F - fumador: B) 

Gn\.fieo del anilisis en densidades ópticas por milímetro cuadrado. 
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Figura 9. A) Inmul!Odetc«ión del CYP1A 1 de No fumadores; e .. control positivo, N " 
00 fumador. B) Grifico dd anál isis en densidades 6ptias por milhnctro cuadrado. 
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Figura 10. A) Inmunodetección del CYP1AI de No fumadores; e .. control positivo, N .. no fumador; B) 

Grltfioo del análisis en densidades óptias por miHmctro cuadrado. 
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figura JI. Al lnmunOOclea:iÓll del CYP1A I de No fumadores; e - wntrol positivo, N - no fumador: 
Bl Gnlfico del an!lisis en densidades ópticas por milimetro cuadmdo. 

La expresión del CYP¡A 1 es mayor después de fumar el primer cigarrillo del día ya que se 

observa mayor expresión 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 inmunodele<:ci6n de pTOtelna 

comparándola con la muestra 18F(Fig. 12A) que fue tomada después de fumar. La figura 12 B 

muestra el gel de eleetroforesis tei'lido con azul de Cumassie mostrando el control de carga para 

cada muestrn. 

C+ lSF 30Fa 30Fb 32Fa 32Fb 
A ... -. - ... 
B 

F'gura 12. Al MLIt'SIras de epitelio n .... 1 de fumadores . • ' . muestra .,~"" de rumar; . "b ,""",SIn 
de>¡>U6de (uma'. !J) liell~ido con .... ml de Cumassie. 
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FigunI 12. q Gráfico dc:1 ao!Iis;s .... densidades 6p1ieas por milímetro cuadnodo. de las muestl'3$ 

18F. 30F y 32F • ..,¡es yde$pY<!s de fumllt 

Una prueba de Mann-Whilney demostró una diferencia significativa en [a expresión del 

CYPIAl medida por densitometrla en el epitelio nasal de fumadores (n "" 17) (,':on respecto a no 

fumadores (n =1 1) (p = 0.0026; Fig.l3). 

60 
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40 

* 

o 
Fumadores No fumadores. 

Figura 13. Promedio de densidades óp1icas de Fumadores ~ No Fumadores,· Diferencia 
significativa p - 0.0026. 

Además la expresión de CYPIAl en epitelio nasal de mujeres fumadoras (n =8)con 

respectO a la expresión de CYl'lAl en epitelio nasal de mujeres no fumadoras (n =6) presentan 

diferencias s ignilic31ivas con una p =1),0023 (Fig.14). Sin cmb,trgo. no hay difcrendas signifIcativas 
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entre la expresión de CYI'I A 1 en muestras de hombres fumadores (n =9) y la expres ión de está 

prOleína presente en muestras de hombres no fumndorcs (n "'5) con una p '" 0.1427 (Fig. 14). 
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Hombres M.Jjeres 

Figura 14. I'romedio de densidades ópticas entre Fumadores y No Fumadores, Hombres y 
Mujeres . • Diferencia signitic.ativa p - 0.0023. 

El análisis de correlación de Sperman, entre el logaritmo del número de cigarrillos fumados 

por día ,ontra las densidades Ópti,1S del CYPIAI de cada uno de los voluntarios se obtuvo una 

r,=O,4269 y una p=(}.0235, ,onsiderada significativa. (Fig. 15) Esta prueba nos indica que el 42% de 

la expresión de la enzima se debería al número de cigarrillos fumados por día 
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Figura 15. l .ogarilmo del "umcro de ciga"illos fumados por dia comra densidades ópticas de elida 
mucsrr3. r, ~ OA269 con ",,~ p e 0.0235. 



Fn b T ,1hln I muestra en r('lnn~ re~umi(ln el n,unem t<>1al de IJC""1l1JS fumadora s que 

presentaron inducción de CYI'I A I así como las personas que no presentaron. al igual perSOllas no 

fumadoras que llegaron a presentar dicha inducción. En la revisión de cuestionarios se eneontro 

quc algunas perronas no fumadoras caen en la categoría de fumadores pasivos. ya que conviven con 

fumadores y estas presentaron expresión de l CYI'IAI como las muestras 18N(Fig. <) A). 22N. 

23N(Fig. IO A). 27N y 29N (Fig. II A). 

Fumodorcs No fumadores Fumadorcs Pasil"Os 
Inducción / muestras Inducción I muestras Inducción I muestras 

Mujeres ,IR 3/6 I 

Hombres "" 3/5 , 
Total 16/ 17 6111 5 

Tabla I Inducción de CYP1 A 1 en mllCStrasde epitelio na",,1 de humanos. 

L...1 expresión del CYPIAI en epitelio nasal fue variable de O a 69.9 DO/mm: entre 

, fumadores con una media de 34.7 DO/mm' (Fig. 6B,7B,8B). En no fumadores se encuentra una 

variación de O a 42.5 DO/mml con una media de 2 1 1] DO/mml (Fig. 98, IOB. I I B). Dichos datos 

se resumen en la Tabla 2. 
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En la figura 16 se muestra el CYPIAI identifICado por anticl.lefJlOS en células de epi telio 

nasal de fum!Klores, principalmcntt: se observan células seudoestnllifrcadas ciliadas (A , B). En no 

fumadores la inmuooreactividad del CYPI A l fue meoor (C). Las células planas (D) abundantes del 

epite lio respiraIorlo fueron poco reac1ivas para el CYPI A l. 

e 

• 

o 

Figura 16.lnmunc)histoqu.lmica de cihalas del epitelio nasal. A y Bl otluJas seudoesIratirlCadas ci liada$ de 
fumador; C)oi!"'las seudoestnVitK::.dG ciliadas de no fumador D)oi!lulas planas. 
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El eplleho de I~ s cn\'ldadcs n~s:ll es tlcne IHln gran \'nried:ld de tIpOS cclulan:s como son 

célulns cihadas. no cllmdas, células globulares. cubo,dalcs y basalcs. Sm Clllb:lrgo. Cll nues tro 

CSI\I(ho y ("01110 <;C 0h~en'a en la Fl!!ura 1( •. ln~ ("clllla~ e~aminndas fnl'ron fnminmcntnlmr:Iltc b s del 

cpilcho plano~' las células seudOCSlratifocndas clhndas. En cstas uhimas fue donde se obsen'Ó una 

mayor inmullorcactividad para el (YI'IAI Díclms células pertenecen a la mucosa respiratoria. 

donde ya sc habían reportado aclí" ¡dad de cí¡ocromos P450 en humanos (Gen'así et al . 1<)Cj 1) 

La indllCción obscn'ada de la enlima CYI' I A I en el epitelio nasal es probablemente dcbida 

al hábito de fumar y al numero de cigarr illos que las persouas consumen por dia (Fig. 15). 

Otro hallMgo in teresante de cstc trabajo fuc la mayor inmllnorreaclividad para el CYPI A I 

después de fumar (Fig.12). Esto nos habla dc la posibilidad de dcmostrar la inducción de esta 

eTl7;Íma en un tejido blanco en un plazo muy bre,·e. Esta observación es imponanlC no sólo desdc el 

punto de vista mccanistieo. sino que lambiCn podría sen'ir para identifICar a slljetos expllestos 

in\"Olnntariamenle a sustra tos de este citocromo. Trabajos posteriores para investigar la relación 

temporal de la inducción ayudarán a aclarar este punto. 

La expresión elevadll de la enlima en algllllOS indilliduos que sc reportaron como no 

fumadores (Fig. IO Y 11) en algunos casos bien cstJblecidos. sc debió probablemente a una 

\ exposición pasiva (fumadores pasivos). ya que con"i,'en eu su mayor tiempo con fumadores: esto 

cs. en el lugar de trabajO o por la asociación estrecha CQfl fumadores (fabla 2). En alros ClISOS no se 

pudo establocer con seguridad que se tralase de fumadores pasil'os. Además los datos , re"clan que 

hubo un mayor numero de hombres que son fumadores pasillOS, ya que no existen d iferencias entre 

11I expresión del ("YP 1 A 1 enlre hombres fumadores y no fumadores. Sin embargo. sí hubo 

diferencias slgnificau\"as entre mujercs fumadoras y no fumadoras con una pc O.OO23 (Fig. 14). 

Las diferenCIas en la exprcsión de CYPIAI dcntro de UII mismo gropo (fumadores o no 

fUllladores \ ~ pUl'dcn deber a la C" ,stCII CI~1 de polimorfIsmos !,'Cnétieos del ci!ocromo o a 

polunorflSlllOS de las protemas unplleadas en la IIldUeelón del CYP I ,\ 1 cascada arriba como Ahr ~ . 

AmI (Gartc el al. 1')')<)) Snl cmbargo. otm poslbllid:ld podría scr la mencionada por Antula ~ 

colaboradores (201)11 Illllenes encontraron quc la variación intcrindividulII en los ni .. eles dc 

CYP I A I en las muestras de tejido pulmonar de fumadores. no se atribuye al polimorfismo genético 

del (YP ni del Ahr. SIIlO a la emll idad de cigarros fumados pordia. 

La \'arinclón en e~prcsió n de ('YP I A I obscn'ada sc puede deber lIdem~s a la edad. al 

género. asi corno al eslllo de "ida y a la exposiCión a contaminantes ambientales 13s cuales p-odrian 

jugar Ull papel Importante en las "anaCloueS en aetí,' idlld~"S enzinl~ticas del epitelio nasal ([)lIhl y 



I c" IS. I')'n 1 1>,lr~ d<"o;c~rl~r e~IM mnllcn{"in~ c~ ,,,,t~~~ri(\ reali,ar csllldio< {"(lO, tll1 ",~y(lf nt"nero 

de ",di\ iduos. 

l'or lo li"Hlndo d~ I~I cnnlld;ld de mucSlr~ que JO<: obllene con el cepIllo ello log lco. 110 se 

pudo medir In ~cli",dnd de la en"nm por ,:1 C"n~nI'(\ FROD S", cmh.1r!;0. Gen'así (I' ~ ) I \ deH."nninÓ 

la actividad EROD en biopsias de ep llelio respiralono de humano con 1,111 promedio de 25 pmollm¡; .. 

lo que representa el 5% de I:l actividad que se observa en el hígado humano. Esto podría explicar 

por qllé no pudimos ohlcncr suficiente canlidlld de prolcinil para medir actividad COIl el cepillo 

cito lógico. 

Comparando con el cáncer de pulmón. existe una baja incidencia de cáncer nasal en 

humnnos ( 1% dc lOO0S los c;i'",cres) (Thornlon y Dahl.l9(7) probablcmcnlc porquc. como ya 

mencionamos. la actÍ\'idad del CYPIAI en la nam. es muy baja como par.! generar suflCienle 

cantidad de melabolilOS qlle se unan al ADN como ocurriría en las cé lulas del pulmón en donde si 

podrían dar$(: las mutaciones asoc iadas a la exposición a HAP obSCIVMas en lumores (MeLenlQre 

et al ... I990; Witschi el al.. 1'.)(J7). 

Sc ha reponado la exislencia de individuos que son más sensibles a ciertos )ícnobióticos que 

OlI"QS. debido a las diferencias en Sil capacidad nlC1aoolica. "ll que el fel1()tipo (expresión y actividad 

de la enzima) no sólo depende del genotipo (la inromHlción gené tica, en estc caso las \'arianles 

, alélieas de la en!.ima) sino lambién de la e."",posieión a compuestos como moduladores en la 

expresión de la cn"l'ima IAutfllp. 2()()H) en CSIC c~so ~ la intensidad de filma r y cl ticmpo qlle se tiene 

rumando, así como al eSlado nutrieional. el 5ilio en donde vive. en eSle caso la ciudad de México, 

enlrC Olros. 

El enCOntrar dieh~s "ariaeiolles dc "iveles ell7imalicos en humanos es emeial ya que 

pueden ayudar a demostrar la suseeplibilidad l!\divldual a eicrlos ercelos tóxicos o xenobiÓt icos. 

Como podr ía ser el caso dc rumadores como 22F. 29F r 3 1F, en los que la c."'presión del CYIl IA I 

no es igual a lo C"nwnlfait" en d rcsto de rUllladOfCS. (\ e l caso de no rumadores como 15N. 24N Y 

2(,N tF ig. ')A ~ 11 ¡\ l. (IU~ ]lfCsenl~n ",duce",,, del e ,locromo a pesar de no ser conSIderados 

fumadores paSL\"OS ¡Tabla 2) 

El ("YIl 1 A 1 C"'lpfCSildo en epilelio na~al de ru madores. pmeba quc el lcjido nasal es cap~7 

de responder a los xenobiól;eos inhalados al siSlema respiralorio (Calderón el al.. 19911) aqu i es 

donde se micia su bLOlransfornlaelón. Aunque eSle trabajo n:prescnta el primer n:por1e a este 

respcclo. n::nli/ado en humanO'<. ln~ n::spuestas n::suhan similares a las encontradas en el epi lel io 

nas.:ll de ralas expueSlas ~I humo de cigalTo (Dahl el al . 1993: Wardlaw .. el al... 19'.»1). 

Es impOrlalllC 1Il,·.:shgar la eapileldad metaból ica del tejido nasal ya que es el pnmer 

eo'uaeto (k 1,,, ",c .. "" h",,,(,>< ",h.~ la,I,,~ '1"" 1t1l0(" ha~ H""CC~ '«"" cnCIlCnlran '''" ~' c""cenlra"o~. ~ 
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podrían ser mctnboli/ados e ll estc órgano: además la inducción de c:ucillogcnesi~ Iws.11 cn 

fumadOfCS podria explicarse por la act ividad CII/,im:itica observada cn estc tmbajo. 

La metodología desalTollada en es te trabajo se puede utlh /.ar COl1l0 un I11c todo de 11I0nitorco 

indi"idual de e"rosíción a HAP. puesto qlle se trata de IIn c" s.,~·o 110 in\'asil·o. de meil 

implemcntaeión y bajo eosto de operación. Es una prueba ideal p.1ra el monitorio de grandes 

grupos. 

9. CONCLUSIONES 

.¡ Los fumadores presentan mayor expresión del CYP 1 Al en epitelio nasal. 

.¡ La inducción de la enzima guarda re lación con el número de cigarri llos 

fumados pordía 

.¡ La inmUllOlTCacti\'idad awnenta cn la muestra 32F inmediatamente despucs 

de fumar. 

" Es posible obtener información n:lcv3ntc con respecto a la c."posición a 

xenobióticos. como los HAP. en muestras de epitelio nasal obtenidas con un cepillo 

citológico. 

10. PERSPECfIVAS 

Seria importante implementar la determinación dc la aeti"idad enzimatiea y los niveles de 

RNAm en estas muestras nasales, asi como correlacionar la cantidad de enzima preS'!nte con la 

variante alc lica del CYPI AI cn estas mucstras. p.1 ra observar si ex iste una relación entre la 

inducción. el polimorfis mo y la cantidad de cigarros fumados por día . 

JJ 



, 

11. IlIIJUOGRAFí.o\ 

1. Anuila. S .Tuomillcn. P . Ilirvoncn. A .. Nurmincn. M .. Knrjabillcn. A .. 

H~llk i nson . O .. Elo\"~am . E l00 1. CYI'IAI IC\'cls in Inllg tlSSlIC or tobacco slllokcrs alld 

pOI~ '1II0rphisllls or CYP 1 A 1 ~1l(1 nromalic hydrocarbon reccptor I'hormocogcn('licI 11 :;0 1-

JO') . 

2. An7.cllbllChcr, P., An7.cnbachcrová . E. 2001. Cytochromcs P450 and 

Illcl~bolism or ~cnobiOlicsrM{5.('efl. M()I Ufo .\:ci.58:737-747 . 

3. Aullllp. Ii. 2000. Gcnctic polyrnorphisms in human xcnobiotica 

mctabolii'.ing Clli'.ymcs as susccptibility factors in toxic rcsponscMu{(IIiQn Research . 

4(""(,5·7(, 

4. Bakcr. R.R .. Masscy, E.D., Smith G. 2004. An o\'Cf"icw of Inc clTccts of 

IOOOCCO ingrcdicnls 011 smokc chcmislf)' and toxicily.Food and Chemicol 7oX"icofogy.42S: 

S~~-SIG 

5. Boslrom, e.. Almen, 1., Stccn, B., Wcstcrholm ,R. 1994.Human Exposurc 

10 Urb~l1 Air PoUulion .Environmemof Heollh Perspeclives.102:3947. 

(, Brcnnan. P .• Bufllcr. P A .. RCyl1olds . P .. Wu, A.H .. Wichmann. H.E.. 

Agudo. A .. Pcrshagcn. G .. Jockcl. K. , Bcnhamou. S., Grccnbcrg, R.S., Mcrlctti, F., Winck, 

e. , Fhontham, E.T.H., KrcU7.cr. M., Darby, S.e., Forasticrc, F .. SimonalO, L. , BoITClla, 

P 2004 Socondhand smoke c:>o:posure in ilduhhood and risk of lung c~nccr among nC\'er 

slllokcrs: a poolcd analysis of two largc studicsJmJ.Concer.109:124-131 . 

7. Brillcbo. E.B. 1997. Mctabolism-dcpcndcnt activatioo and tro;icity of 

ehcmicllls in nasal glauds. MlIlalinn Re.\·(·(lrr;h 380: (,1-75. 

8. CaldcrÓn. L.. Rodriguc/.. A .. Villam:al. , A .. Lyght, O .. Janszcn. D .. 

Morgan. K T. 19'»)( . Nasal Epilhcliulll as n Scnlincl ror airbonc cnvirorncntal polllltion. 

1,mmlogll'(!I .'X·,('/I< '(>\' 4(, · :t:\2-~('" 

<) CostllS lo.llmidcs. P)% C~'lochromcs P4:iO. Mctabollc and To.~icolOSic~! 

nspccts CRC Pn;ss. NUC\'11 York EUA. Pag. 411 . 

1 [) D~hl A R . 1.cwis J L. 1993. Respiralory trocl uptakc or inha! ~nIS ~nd 

mClaholiSIll of xcnobiotics. Annll./lev./'harmacol .loX"icol.,33 :383-407. 

11. D:lutcnnnn \V.e. 1994 . "Mctabolism of Toxicants: Phase JI Rcaclions".pp 

1 B-D2 En !nlmduction 10 Biochcmical To~icolQID::. sccond cdil ion. Aprlelan and LMgC. 

EUA 



-\ 

12 DiIlS_ X. K~ll1i"sky . L S 2001 Ihnn~n E"lmhC¡)~l ic CylochrOt1\CS P4:,()-

Funtion in XcnobiOlic MClnbolislll and Tissuc-Sclccli\"c Chcmical TO:>.:icity in lhe 

Rcspimlory and Gastrointcsl'al Tr:lcls. Amlll ,/(,:v.J'lwrll/tlml. TuX/o'! .4~ . I·W-173 

I ~ _ Dooald dcBelhi.,y. J. Hayes. J.R 1994 C'ha[llcr ~ Mctabol ism a 

dctcnninant ofToxicity.Pp 59-97. En Haycs. \VA Principies and Mcthods ofToxicologv. 

Third Edition. Raven Prcss, Ncw York, USA . 

14. Escobar - Garcia. D. M.2003. " La 1l1C7.cla del ciclohexanol y el albcndazol 

como inductora de los citocromos P450 en higado de roedorcs" , Tesis de maestría. 

facultad de Ciencias. UNAM. México, pag.77. 

1'\ Flandcrs. W.D .. Lally, C,A .. Zhu. B·P., Henlcy. 1.. Thlln. M.J . 2003. Lu ... S 

Callccr Mortality in Rclalion 10 ASe. Duratioo of Smoking, and Daily Cigarcuc 

Consumplion: Rusults from Cancer Prcvention Study 11. Canccr Research 63 :6556-6552. 

1(,. Frye. RE . $chwartz. 9.5., Doty, R.L 1990. Dosc- Relatcd EITects of 

Cigarctte Smokingon 01fatory FunctionJAMA. 263: 1233-1236. 

17. Garte, S., Sogawa, K. I999.Chapter 14. Ah receptor gene polynorphisms 

~nd hum~n eaneer SII!;ccptibility. Pp. 149- 157. En Rydcr W. Mctabolic Polvmomhisms and 

Susccplibilitv 10 ClIrn.:er. IARC Seientifie Publications No.148. Internlltional Ageney rOl" 
Rescarch on Cancer, Lyon. 

111. Gayton. A .. Hall . J. 2001 . "Ventilación pulmonar". Pp.525-5311. En ~ 

!k...Elli2l..Qcja Médica. Dé<:ima edición, MeGraw-Hil1lntcramcricana, Mcxioo. 

19. Gelboin, H.V. 1980. Bcnzo(a)pyrcne Metabolism, Activation, and 

Careinogenesis ' Role and Regulation of Mixed-Function Oxidases and Related 

EnzymesPhysiological Review.t. 60:1107-11 65. 

20. Gershoni. J.M., Palade, G.E.19112. Elcetrophorctie Transfer of Protcins 

fmm Sodium Dodee~' 1 Sulfate-Polyacrylamide Gels to a Positi\"cly Chargcd Membrnne 

FlltcrAl/o(mcal Hlochemi.5lr)' 124:396405. 

21. Gervasi. P. G , Longo, V., Naldi, F., Panattoni, 0., Ursino .. F, 1991 

Xenobiotie-Melabolizing en7.imes in human respiratory nasal mucosa. Hiochem/ro/ 

I'hllrmllc%gy. 41 :177-184, 

22. Gibson. G.G., Skett, P. 1994. lnduction, Regulation and lnhibition. En 

Inlrodlletion 10 drog metabolism. sceond cdi tion, Hall Londoo. Pag 1(,9-2011 

23. Goo7.alcz. F. J., Nebcrt, D.w. 1990. E\'olut ion of (he P450 gene 

superfamily: ¡mimal-plal1t '·warfare·'. molecular drivc lInd human gcnctic diITcrCflCCS in 

¡jrll ~ "'adatiOll Ik",,'"," (,.(, 



-\ 

24 Gonschau. M E . (j,,~m~n P. !lbs J 20HH CylOgC rlClic aOO c~"OIo>;ic 

damllgc in cxfoliatcd cclls as indic<ltoTS of crTccls en' fllOmonilors and Biomar\.:crs as 

Indicators of Environrncnlal Changc \'01 11. F.Bulh:rwonh. A GUllalllaka y M,E. Gonscball 

cdit()f~. KluwcrlPlenum Pn,:ss 2000. pp 317-332 

25. Ham, A.W. 19116. Tratado de HistolQgía. OClava edición, Nueva Edición 

Intcrarncricana, México, DF. Pág. 814-1120. 

2(., Haschck . W Mn ROII S5CaUX. ce 1998. Fundamentals oC Toxicologic 

Pathology. Acadcmic Prcss, Nue\'a York. EUA. Pp. 9[.126. 

27. Hayashi, S., Watanabc, 1 , Kawajiri , K.l991. Gcnctic polymorphism in the 

5'.nanking region changc lmnscriptional rcgulatioo of lhe human ~ochromc P450llEl 

gcncJ lJiochem 110:559-565 . 

28. Hcnllnil1ki, K" Pcrshagcn, G.1994.Canccr Risk of Air Pollution: 

Epidemiological Evidence. E"vimn. Hl!allh Pmpl.'cl.I02(suppl 4): 1117·192. 

29. Hodgson, E., Le"i , P. I994. " Mctabolism of Toxicants: Phasc I 

Reactions".Pp 75·85. En Inlroduclion lo Biochcmical ToxicololiY, sccond cdition, AppJcton 

and Langc. EUA 

30. Joncs, N., 2001. TIIe nose and paraJUl5.11 sinuscs physiology and anatorny. 

Advanced lJrng Dclivery Re"iews 51 :5·19. 

31. Kawajiri . K .. Hayashi. S· i .1996 Thc CYPI Family. Pp.77.91. En 

loannidcs, C. Cytochromcs P450 mctabolic and To:-;icological as~.CRC Press, Nue\'a 

York. EUA 

32. Kawajiri . K 1m. Chaplcr IS' CYPIAI Pp 151J·In.En Ryder W. 

Metabolie Polymorphisms and Susccptibility 10 Ca!lC(:r, !ARC S<:icntifíc Publieations 

No.148. lnlemalional Agency for Rescarch on Cancer, Lyon. 

33. Kim. J.H .. Shcnnan. M F. . Cumcro, F c. . Gucngcrieh. F.P .. Striekland. 

P.T ., SILUer, T .R.,21104. E:-;Jlll:ssion ofcylochromcs P451l lA land IBI in human lung from 

srnokers, IlOn·smokers, and c .... ·smokcrs.1imm/0.l:Y (¡mI App//ed I'harmoc%gy. Anide in 

prcss. 

34. Laemmli . U.K. 197U. Clca\'agc ofStrueturnl Proteins during the Asscmbly 

ofthc Head of Baeterioplmge T4. N(¡/!/fl.' 227: GlIO· GlIS. 

~5 Landi. M.T. Bcna7.l.i . P A .. Shiclds. P,O .. Clark. G .. Lucicr. G. W .. Garte. 

S. J., el al. 1994. Asscx:iation bcl\\'ccn CYPIAI gcnotypc. mRNA exprcssion and 

enzymalie lIeti"ily in lnuualls I'harm{/cogl'l1ell¿'s, 4 :242·246 , 



~(, l.;l llg. J D. MeArtllc. l' J . O'Reilly. P 1. M~Mlon . S. 2002. (h;id;lnl· 

Anl lOxid;lnl BnlJnee ;" Acule LUllg h~un:/·¡'¡¡:.\T 122:3 14S-320S. 

37. Lo",ry. O.H .. Roscbrough. N.1., Farr. AL, Randal1, RJ .195L PrOlein 

McaSHrcmcnl \Vilh lhe Folin Phcnol Rea ~,'e nl , 2(,5-275 

38. MeLcmore. TL..Adelbcrg, S , Liu, M.C., MeMahon, N.A., Yu, S.1 .. 

Hubbard, \V.C., Czerwinski , c., \Vood, TG .. Sloreng, R .. Lubcl, R.A " Egglcston. J.c., 
Boyd. M R . Hines,R.N.I990 Exprcss ion ofCYPIA l Gene in Pa¡ients Wilh Lung Caneer: 

Evidenee for Cigarctle Smoke-Induccd Gene Exprcssion in Normal Lung in Primal)' 

Pulmonal)' Carcinomas. J Na/I Caneer Insl.82: 1333-1339. 

39 Mimllnl. J . Flljii-Kuriyama.Y. 2003. Funliooal role of AhR in Ihe 

exprcssión oftoxic effcclS by TCDO.Biochimico el 8iophysico Acto. 1619:263-268. 

40. Omura, T , lshimura Y.,Fuji-Kumyama Y. I993.Cytochromc P450, sccond 

cdilion. Kodansha pago J -1 5. 

41 . Omura, Tlm. Forty Ycars of Cytochromc P4SO.Biochemicol and 

8iophysica! Heseareh Communicotions.266:690-698. 

42 Parl:. . J-Y K . Shigcnag3. M.K .. Ames, B.N.I996. Induction of eylochrome 

P4501 A 1 by 2,J.7,!I- tclraehlorodibcnzo-p-dioxin or indolo (J,2..b)carb1l7.o1e is associatod 

lYilh oxidative ONA damagc.I'/'OC" NlIIl.Acad. Sci.USA 93:2322·2327. 

4:t Pclkonen. O .. Nebcrt O.W, 191Q , Mctabolism of Plycyclic Aromatic 

Hydrocarbons: Etiologic Role in Carcinogcncsis.l'harmacologicol Reviews. 34:189-222. 

44. PcrsSOn E., Larsson, P .. Tj~l\"c. H.2002.Ccll11lar activation and neuronal 

lf~nspOl1 of inlran~sa ll y inSl illcd bcn~.o(a)p~TellC in the olfatory syslem or ralS.Tnxioo/ngy 

u lI(.n133:211 -219. 

45. Piipari, R .. Savcla, K , Nunnincn, T., Hukkancn. J., Raunio, H., Hakkola, 

L Mfinlyl~ . T . Bcnune. P . Edwnrds. R J . Boobis. A.R .. Anttila, S. 2000. Exprcssion of 

CYPI A 1 ,CYI' 1 El 1 ~nd CYP3A. nnd polycyclil.: aromalic h>'drocarbon-ONA addllcl 

fonnalioll in bronel1o.111'L"Olar Illllerophngcs of smolcrs and non-smokers. In/ . 

./. (' anl.'('r. 8(, '(' IO,,{, I (, 

46. Ross. M,H: Romrcll. L.J .. Kayc. Bnd Gordon,Ll998.Histo!ogia; Texto y 

Alias a color. 3' edición. Medicll Pmlmnericll1l3. México DF; Pág. 528-532. 

47 Smart. J . Da!y. A 1..2000. Vllrial ion in induced CYP IA l Ie\'els: 

rclationship 10 CYP l Al, Ah receptor 311d GSTM I polymorphisms. Pharmacogenf!lics. 

10:11-24. 



-\ 

4l! Smilh. L.E .. Denisscnko. M F .. &l1l1cll . W P . Lí. H . Amil1 . S . Tang. M .. 

Pfcifcr. G.P. 2000. Tnrgcling of Lung CJnccr MulalÍonnl HOlSllOIS bv Polyc\'clic Aromnlic 

Hydrocnrbons . .J Nml Crmc('r In.\'l. 92 )¡1J3.)! 11. 

4<:l . T~ÍQli. E . Ford. J . Trachman . J . Li. Y . Demopolllos. R . Gartc. S. I,)!))! . 

Lung canccr risk nOO CYPIAI gcnotypc in African Amcricans. Corcinogenesis. 19:813-

817. 

:"0. Thomlon_M~nning. J.R., Dahl. A.R 1997. Mct~bolic c~pacil\' of na .... , 1 

tissuc interspccics comparisons of )(cnobiotic·mct~bol i 7.ing cn"pucs. MUla/ion Reseorch, 

380:43·59. 

51 Wardlaw $ . A .. Nikula. K.J .. Kracko. D.A.. Finch. G.L . Thomlon-

Manning. lR., Dahl, A.R. 1998.Effccl of cigarcttc smokc on CYP IAI ,CYPIA2 and 

CYP2Blf2 of nasal mutOSac in F344 ralS .Carcinogenesis. 19:655-662 . 

52 . Whitlock. J.P .. Denison. M.S. 1995. Indl!Ction of Cylochrome P450 

Enzymes Ihal Mctabolil.c XenebÍQtics Pp 367· 390. En Oniz P.R. Cy\ochromc P450, 

Slruclure, mC(;hanism and biochcmistry, segunda edición, Plenam Prcss. Nueva York. EUA. 

. 5:\. WilSChi. H. . Espirilu 1.. Peake. J.L.. Wu, K .. Maronpol. R.R . Pinkcrton . 

K.E. 1997. The careinogcnicil)' of cnvironmcnlal tobacoo smokc.Carcinogenesis. 18:575-

586. 

54. Wong. L.S .. Green. H.M .. Fcugatc. J E .. Yilda .... M .. Nolhnagel. E.A., 

Martins·Grccn, M. 2004. Effccts of "sccond·hnnd·' srnoke on slruclurc aOO fum;tÍün or 

fibroblaslS, cclls Ihal are critical for lissuc rcpair and remodclling. HCM Ce!! Hiology ,5: 13. 



" '1 \. 1:. 
UE L ~ • ..J.d,v \ 

12. ,\PÉNI>ICE 

Cuantificación (le IlroteinH S con Lowry 1>,. 

El "B1o- Rad f)¡. prOlein Assay" (Lowry et al.. 19.; 1) es un ensa~'o colorimétnco par:l la 
cuantificación de proteínas en mueStras que cstcn solubili/.adas en un Iktergente. La reacción es 
similar at cnsa~'o Lowry too algunas modificaciones. se desarrolla en 15 minutos. 

El ensayo se basa eu la reacción de la proteína con la solución de tartrato de cobre alcalino 
y el reactivo de Folin. Se desarrolla el color por los aminoácidos tirosina y triplofano. el cfe<:IO en 
las proteilJas es la reducción yel reactivo de Folin pierde 1. 2 O 3 atomos de oxigeno. con eso la 
producción de uno o más posibles diferentes especies reductoras originan el color azul el cual se Ice 
a una absorbancia máxima de 750nm y una absoroaneia mínima de 405 runo 

Preparación de reactivos: 
• Adicionar 20 (JI del reactivo S a cada mililitro del reactl\'o A 

(preparar al instante) • Las mucstras que no contengan detergente omitir estc paso. 
2. Preparar de 3-5 diluciones que contengan la proteína estandar de O.2mglml 

a l.5mglml (para concentraciones bajas 5(lglml 8 250 (lglml). 
3. Pipetear 100 ¡.ti de las muestras y colocarlos en tubos de prueba. 
4. Agregar 100 (ll del reactivo A' yagilar. 
5. Adicionar 800 fll del reactivo B a cada tuoo y agitar inmediatamente. 
6. Esperar 15 minutos. y leer a una absorbaneia de 750um. La reacción es 

estable durante una hora. 
Buffer de lisis Single-Dctcrgent 100 mI 

• O.785g de Tris- HCI, pH 8 (50mM) 
• 0.87g de NaCl (150mM) 
• 0.2g de Azida de Sodio 0.02Y. 

0.01 g de PMSF. diluir en 1 mi de lsopropanol (1 00 !Iglml) 
• I )(g/ml de Aprotinina 
• l% deTritón X-lOO 

Eh.·clroro~si s 
La técnica de clcetroforesis separa proteínas principalmente por el peso mole<:ular 

ILaemmh. 1 <¡70) El SDS se une a lo largo del polipeptido fQfnlando IUl c<lU\lIlqo SDS-pr04eina que 
es prol>orclonal al flCSO molecular La mucstra se alicuota en un amortiguador de aplicación el cual 
con!lcue ~-mercaplOCtanol donde su función es romper los puell1es dlSlilfuro de las proteínas. 

Sol\lciones: 
Stock de Archilamida 30''l./bis-aerilamida 
O.K% 
• Para 100 mI se pesa 29.2g de 
acrilamida 
• O.Sg de bis-acrilamida 
• Se agrega lOOml de agua 
bidestilada y se filtra. se guarda en oscuridad 
a 4°C. 
Amortiguador de cleetroforcsis 1000 1111 
• 3g Tris_ Rasc ( 25mM\ 
• 144gdeGliciu a(l 'J2mM) 

• IgdeSnS(O.I%) 
• Aforar a 1000 mi COIl agua 
bidcstitada. no ajustar pH ~. guardar a 4"{' 
Amortiguador Tris-HCI pH 8.8 ( I.5M) 100 
mi 
• 111.15g de Tris - Base 
• Aforar a 100 mi, ajustM pH y 
guardar 11 4°C. 
AmortigU.1dor Tris_Hel pH (i 1\ (n 5M) 100 
mi 

(, :; de Tn •. ha.e 

.\') 



• Aforar <1 lO!) mi 
<1JlIswr pH a 6.1I y guardar :l 4°C. 

Pcrsulf" to dc Amonio ICI% 
• Pes"r 0.2 g Y disolvcr en I mi de 
ag1l3 desionizad.1. guard3r a 4"<:. 
Dodecil Sulfato de Sodio SDS al 10"/. 
• Pesar 10g. 3b'I"Cgar 90 mi de agua 
desioni7.ada, aforar a 100 mi Y guardar a 
4°C. 

Inm unotransfenmciR 

AnlOT1igu300r de Aplicación :'i011!11 
2:;3 )tl de aglla desioni/ada 
r, .~ 111 de- TfI,-H('1 (I,j l (, X I 

:'i~ pi de glicerol 
IO~ pi de SIJS 31 IH% 
26 ¡!I M.1I1 de Bromofenol (0. 1 %) 
25 ¡!I de ~-merCJpIOClanol 

Una vez que las proteínas fueron scparadas en SDS-PAGE, son lfllnsferidas a una 
membrana de ni trocelulosa previamente humedecida en amor1iguador de transferencia (Ghershoni 
and Palarle, 1982). Las proteínas transferidas son an tigenos que se pueden detectar con 
anticuerpos especirlcos formando el complejo antígeno-antieuerpo. este complejo se puede 
identi ficar con [a pefOxidasa de rábano picante acoplado con IIn anticuerpo secundario, re\'e[arse 
con DAS y peróxido de hidrógeno. 

Amoniguador de transfcrencia 1 I 
• l03gde Tris-Base 
• 14.4g de Glicina 
• 200 mi de metanol 
• Aforar a 1000ml con 

agua desioni7.ada y guardar a 4°( . 
Solución Bloquelldora IOmI 

• 0.2g de leche 
descremada (2%) 

• O.5g de BSA (O.S'V.) 
• IOmldeTBS 

Tris Buffer Satine TBS pH 7.6 11 
• 2.4g de Tris -base 
• 8.0g de NaCl 
• Afornr a 1000 mi con 

agua desioni7.ada, ajustar pH y 
31maeen3r a 4°(. 
Solución TBS - Twecn 20 al 0.1% 

• Agregar 5OO¡tl de 
Twecn 20 a 500 mi de TBS. 

Anti- CYPIAI dilución 1:3000 
• ISml de PBS 

• () ,ISg de leche 
descremada (1%) 

• O.I5gde BSA ( 1%) 
• SIJ.I de anticucrpo 

Cabra anti-concjo di lución 1:500 
• 15 mide PBS 
• O.15g de leche 

descremada (\%) 
O,\5gdc BSA (1%) 

• 30 IJ.I de anticuerpo 
Solución de Coomasslc 1000 mi 

• 1.0g de Coomassic 
Blue R·250 

• 450 mi de metanol 
• 450mldc agua 
• 100ml de ácido 

aeetico 
Solución dcsteiiidora 

lOOmI 

• 100m1 
acético 

looom\ 
de me1ano\ 

de ilcido 

• 800 mi de agua. 

'" 
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