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Resumen

Los hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAPs) se encuentran en el medio ambiente, producto
de diferentes fuentes industriales y de combustion, asi como del humo del tabaco. En la Ciudad
de México (CM) se encuentran principalmente en la atmdsfera. Actualmente, en México no
existen trabajos que documenten la expresion de una via importante como AhR, por lo que su
determinacion en muestras bioldgicas es importante. El objetivo del trabajo fue documentar la
expresion de algunos genes de la via del AhR en tejido pulmonar proveniente de individuos no
fumadores residentes de la Ciudad de México y provincia, y de tejido pulmonar de fumadores.
La expresion del AHR, el translocador nuclear-1 del receptor aril-hidrocarburo (ARNT-1) y la inter-
leucina-8 (IL-8) como gen efector fueron evaluados mediante RT-PCR. Los resultados mostraron
una disminucién importante en la expresion de los tres genes en el grupo de fumadores: 4.3,
5y 5.6 veces con respecto a la observada en los no fumadores de provincia, respectivamente,
(p<0.05). Se observo que la tendencia de expresion de los tres genes fue Prov>CM>Fum. Estos
resultados por primera vez demuestran que la expresion de AHR y ARNT-1 tienden a perderse
por efecto de los componentes del humo del cigarro en el pulmdn de los fumadores.
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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are produced from industrial and combustion pro-
cesses, and also from the tobacco smoke. In Mexico City they are found in the atmosphere.
Actually, in Mexico there are no studies that describe the expression of the AhR pathway, so
its determination in biological samples is an important step for exposure evaluation. The first
step in their study is to verify the activation of the AhR pathway. The objective of this study
was document the expression of some genes of the AhR pathway in lung tissue of non-smokers
of both Mexico City dwellers (MCD) and outside residents (OR), and smokers (S5). The mRNA
expression of AHR, nuclear translocator-1 of aryl-hydrocarbons (ARNT-1) and interleukin-8
(IL-8) as gene efector, were evaluated by RT-PCR. Results showed a decrease in the expres-
sion of ARH, ARNT-1 and IL-8 genes in S group: 4.3-, 5-, and 5.6-fold, respectively (p< 0.05),
against to observed in OR. The trend of gene expression of the 3 genes was OR>MCD>S.
These results for first time demonstrate the expression of AHR and ARNT-1 trends to lose due
to component of the tobacco smoke in the lung of S.
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Introduccion

El problema creciente de la contaminacién del area
metropolitana de la Ciudad de México (AMCM),
sigue representando un desafio para su estudio.
En primer término, por la necesidad de conocer las
concentraciones presentes de todos los contami-
nantes; y en segundo término, por la necesidad de
verificar los efectos que provocan a sus habitantes
(Molina, L.y Molina, M., 2005). De hecho, los estu-
dios que existen, estan basados en los pardmetros
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
propuesto como los minimos permitidos para hacer
armonica la vida en la mega ciudad (OMS, 2000).

Es patente que el problema de contaminacion
ambiental del AMCM es principalmente genera-
do por las emisiones de todas la fuentes motoras
del gran parque vehicular que existe: 3.5 millones
de automoviles (Molina, L. y Molina, M., 2005). A
este complejo se suman las emisiones provenientes
de las fuentes industriales: 35 000 industrias que
consumen 40 millones de litros de combustibles.
Finalmente, la existencia de casi 20 millones de
habitantes en el AMCM y sus actividades complican
mas el problema de su contaminacién (Molina, L.
y Molina, M., 2005).

Todos estos elementos plantean la complejidad del
problema y la necesidad de realizar los estudios
encaminados a determinar los efectos de estos
contaminantes en la salud de los habitantes del
AMCM. Los estudios pueden iniciar determinando
las concentraciones presentes de los contaminantes
y comparar si éstas rebasan las normas enunciadas
por la OMS.

Otra forma de iniciar el estudio es verificar que
alguno o algunos de los contaminantes ya interac-
cionaron con el organismo, dejando una “huella”
que permite denominarla como marcador biol6-
gico. Estos son los estudios que pueden tener mas
impacto en la sociedad, generando informaciéon
antes de la aparicién de un problema y pueden
tener valor preventivo y predictivo.

Si bien, parte del problema de la emisién de con-
taminantes atmosféricos en la AMCM se ha con-
trolado como la emision del plomo, monéxido de
carbono y dioxido de azufre (Molina, L. y Molina,
M., 2005), existen otros contaminantes como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) que

lo agudizan, ya que son fuentes generadoras de
ozono, que resulta como producto final de la re-
accion fotoquimica entre la radiacion ultravioleta
y los 6xidos de nitrégeno.

Los HAPs son formados por la combustién incom-
pleta de los automoévilesy de los automotores que
utilizan el diesel como combustible, siendo los prin-
cipales emisores de contaminantes atmosféricos.
En la Ciudad de México estos procesos incompletos
de combustién son causados debido a la altitud y
la baja presién parcial del oxigeno (Molina, L. y
Molina, M., 2005). Si ademas, se suma la practica
del tabaquismo que también implica la combustion
(incompleta) de las hojas de tabaco, es evidente
que la exposicién a los HAPs es tanto extra como
intra muros (Veglia et al., 2007).

En virtud de que los HAPs representan un grupo
heterogéneo, es dificil determinar a un solo com-
puesto como el mas peligroso en sus efectos al inha-
larlo. Como normalmente estd asociada la emisién
de los HAPs con la combustion del diesel, es dificil
establecer que el riesgo se deba exclusivamente a
los HAPs (Molina, L.y Molina, M., 2005). Por su par-
te, Mugica-Alvarez et al. (2004) determinaron en la
atmoésfera de la Ciudad de México los niveles de los
HAPsy reportaron una concentracion de 7.84 + 2.2
ng/m3, que evidentemente se encuentra por arriba
de los niveles permisibles, 0.4 ng/m? (OMS, 2000).

Otra forma de estudiar los efectos de los HAPs
en el aire, es analizar la expresion de marcadores
biolégicos moleculares y, en el contexto de los
HAPs, se refiere a una via en la que participan
varios genes y se conoce como la del receptor del
Aril-hidrocarburo (AhR).

Objetivo

En este estudio se evaluaron los niveles de expre-
sion de algunos genes blancos de la via del AhR,
con el objeto de conocer como influyen este tipo
de contaminantes en el pulmén de diferentes
personas expuestas: residentes de provincia (Prov)
con exposicion minima ambiental; residentes de
la Ciudad de México (CM) expuestos a HAPs por
emisiones vehiculares e industriales; y finalmente
un grupo expuesto a componentes del humo de
cigarro como los fumadores (Fum).
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Método

Tejido pulmonar humano

Se analizaron 30 muestras de parénquima pulmo-
nar de los siguientes grupos: 10 casos de residen-
tes no fumadores de la Ciudad de México, 10 no
fumadores de provincia y un grupo de 10 fuma-
dores. El tejido pulmonar incluido en parafina, se
selecciond del banco de autopsias realizadas en
el Departamento de Patologia del Instituto Na-
cional de Enfermedades Respiratorias (INER) de la
Secretaria de Salud. Estos casos fueron de adultos
mayores de 20 afios de edad, sexo femenino y que
fallecieron por algliin padecimiento respiratorio
no relacionado con cancer pulmonar. Los proto-
colos de autopsia arrojaron los datos de lugar de
residencia, practica o ausencia de tabaquismo y el
diagnodstico de muerte. Los tejidos fueron confir-
mados como parénquima pulmonar por analisis de
los cortes histolégicos tefidos con H&E.

Diseno de los iniciadores de los genes de
estudio

Se disefaron los iniciadores en base a la secuencia
del RNAm de cada uno de los genes. Los niumeros
de acceso del GenBank de cada uno de los RNAmM
de estudio fueron: receptor a Aril hidrocarburo
(AhR), NM_001621; translocador-1 del receptor a
Aril hidrocarburo (ARNT-1), NM_001668; interleu-
cina-8 (IL-8), NM_000584; y gliceraldheido deshi-
drogenasa (GAPDH), AF261085. La temperatura
de alineamiento se disefidé con base a la férmula
2(A+T) + 4(G+C) sobre las secuencias del RNAm. Las
secuencias fueron las siguientes:

AHR-F: 5-ACATCACCTACGCCAGTCG-3’,

AHR-R: 5'-AAAGGCAGCAGGCTAGCCA-3;

ARNT1-F: 5-CTGGAAACTCTGGACCTGG-3,,

ARNT1-R: 5-TCGTTAGACATCTGATCAT-3

IL-8-F: 5-AGAACTTAGATGTCAGTGCATA-3/,
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IL-8-R: 5-AGAGCTCTCTTCCATCAGAAA-3,
GADPH-F: 5-TCCCATCACCATCTTCCAG-3,

GADPH-R: 5-ATGAGTCCTTCCACGATACC-3".

Los iniciadores se disefiaron con el objetivo de
generar productos amplificados, preferentemente
menores de 300 pb, debido a que el RNAm fue
aislado de tejido incluido en parafina. Los tamafios
de los amplificados fueron los siguientes: AHR, 148
pb; ARNT, 142 pb; IL-8, 140 pb; y GAPDH 280 pb.

Aislamiento del RNAm de cortes histolégicos
incluidos en parafina

Tres cortes de 8 um de tejido pulmonar fueron
desparafinados con xileno a 50° Cy enjuagados 2
veces con alcohol absoluto y después se secaron
a temperatura ambiente por 15 min. Se realizé la
extracciéon del RNAm segun la descripcion de la
técnica del “RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation
Kit” (AMBION). Se eluyé el RNA limpio de la resina
con 60 ul de agua libre de RNasas, y finalmente el
RNA purificado del tejido se almacené a -20° C con
1 ul de inhibidor de RNasas.

Sintesis de cDNA y amplificacién de los frag-
mentos de los genes de AHR, ARNT-1, IL-8 y
GAPDH

Tres ul de cada RNA se sometieron a sintesis de
cDNA de acuerdo a la condiciones descritas en el
“First Strand cDNA Sintesis Kit” (Fermentas). Las re-
acciones de amplificaciéon de los fragmentos de los
genes de estudio se realizaron en un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf), en un volumen
final de 50 pl. Las condiciones de la amplificacién
fueron: desnaturalizacién inicial, 95°C/5 min; ci-
clo de amplificacién: desnaturalizaciéon 95°C/30
s, alineamiento 57°C /30 s, elongacién 72°C/30 s;
elongacion final 72°C/5 min y salida 20°C/5 min.
Se utilizé el sistema de P1 Tag DNA polimerasa
(Fermentas). El andlisis final se realizé a 30 ciclos
de amplificacién, en las cudles no existié saturacion
de la reaccion (figura 1).
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Figura 1. Amplificacion del gen de la gliceraldehido fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) a diferentes ciclos. Se observa que a 30 ciclos no
existe saturacion de la reaccion de PCR. Se utilizé un marcador de 100 pares de bases (PM). Los productos separados en gel de poliacrila-
mida y tefiidos con plata.

Tamano del fragmento amplificado: 280pb.

Para confirmar el disefio correcto de los iniciadores sintetizados, se realizaron amplificaciones sobre cDNA de
la linea celular A549 de adenocarcinoma pulmonar, la cual expresé de manera constitutiva los genes de la via
AhR (figura 2), asi como la mayoria de los efectores, quedando establecida la especificidad de las condiciones
de la reaccion.

Figura 2. Fragmentos amplificados de los genes de AHR, ARNT-1 e IL-8, sobre el cDNA sintetizado de RNAm obtenido de la linea celular
A549. AHR, 148 pb; ARNT, 142 pb; IL-8, 140 pb. PM, marcador de 100 pares de bases.

AHR ARNT-1  IL-8

Productos separados en gel de poliacrilamida y tefiidos con plata.

Analisis de las bandas de amplificacion, densitometria de los productos y obtenciéon de la relacion
de expresion

Las bandas de amplificacién de cada gen se revelaron en geles de poliacrilamida al 10% mediante la tinciéon
con nitrato de plata. Previamente los geles se fijaron en etanol al 10% y acido acético al 0.5% durante 10
min de agitacion. En seguida se expusieron en la solucién de tincion de nitrato de plata al 0.2% preparada
en la misma solucion fijadora durante 5 min de agitacién. Finalmente, las bandas se revelaron en hidréxido
de sodio al 3% y formaldehido al 0.15% hasta su aparicién. De cada gel se obtuvieron imagenes digitalesy
en estas se cuantificé por densitometria la intensidad de cada banda, utilizando el programa ImageJ. Por
ultimo, se obtuvo la relacién de expresion dividiendo la densidad integrada de cada gen problema entre
la obtenida del gen constitutivo, GAPDH.
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Analisis estadistico.

Se obtuvo la media de expresion de cada geny se evaluaron las diferencias de expresién de cada grupo: CM, Prov
y Fum mediante la prueba “t” de student. Se consideraron significativas cuando el valor de p fue menor a 0.05.

Resultados

Los 30 casos estudiados expresaron el gen constitutivo GAPDH, por lo que se sometieron al andlisis de expre-
sion de los genes de la via del AhR (figura 3). Este resultado corroboré que el RNAm extraido en todos los
casos no esta degradado.

Figura 3. Fragmentos amplificados de los genes de AHR, ARNT-1, IL-8 y GAPDH, sobre el cDNA sintetizado de RNAm obtenido de tejido
pulmonar de residentes no fumadores de Provincia y CM, y del grupo de fumadores. Cada carril es un caso diferente. PM, marcador de

100 pares de bases.
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Productos separados en gel de poliacrilamida y tefiidos con plata.
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El cuadro 1 muestra la relacién de expresion promedio de cada uno de los genes evaluados. Como se puede
apreciar, existe una tendencia a disminuir esta expresion en los tres grupos de acuerdo a: Prov>CM>Fum.

Cuadro 1. Expresion de los genes de AHR, ARNT e IL-8, en diferentes tejidos pulmonares humanos.

GRUPOS DEESTUDIO AHR ARNT IL-8
PROVINCIA 74T (i 1.8° 1.36%
CIUDAD MEXICO 1.90% 0.9 0.16
FUMADORES 0.63" 0.36% 0.24"

* Diferencia significativa, “t de student”.

Grupo de Provincia vs ciudad de México y fumadores, p< 0.05.

De hecho, los Fum tuvieron la tendencia a disminuir de forma importante la expresién de los genes AHR
y ARNT que los de Prov y de la CM. Al comparar esta disminucién con respecto al promedio obtenido del
grupo de Prov, estas diferencias fueron significativas (p<0.05), incluida la expresién del gen de la IL-8.

Esta tendencia se puede apreciar mejor en las graficas de la figura 4, de “cajas y bigotes” que muestra cada
uno de los casos analizados en los tres grupos de estudio. Estas graficas ademas corroboran la tendencia
en el patréon de expresiéon de los genes del AHR ARNT-1y de la IL-8 observada en la Figura 3.

Figura 4. Distribucién grafica de la expresién de los genes en cada caso de los grupos de residentes de Provincia y de la Ciudad de México
no fumadores; y en fumadores. 4a. Expresion del gen AHR. 4b. Expresiéon del gen ARNT-1. 4c. Expresion del gen de la IL-8.
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue conocer los niveles de expresién de algunos genes que participan en la via del AHR
en tejido pulmonar humano de residentes no fumadores de provincia (Prov) y de la CM y en el grupo de fumado-
res (Fum). Los resultados muestran una disminucién considerable en la expresién de los tres genes evaluados en
el grupo de los fumadores.

Historicamente, el AHR se ha estudiado por su papel importante en regular la transcripcion de los genes que
codifican a las enzimas del grupo de los citocromos P450, los cuales metabolizan los ligandos del AHR. Este pro-
ceso algunas veces produce intermediarios mutagénicos y toxicos que estan relacionados con la generaciéon de
enfermedad incluso tumoral (Hahn et al,, 2009). De esta manera, se entiende por qué el enfoque del estudio de
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la activacion de la via AhR con frecuencia se relaciona
a la transformaciéon maligna y a eventos de toxicidad
celular. La proteina Ahr, su translocador nuclear Arnt-1
y el represor Ahrr, tienen una estructura conservada
a la de un grupo de factores de transcripcion de la
familia “hélice-asa-hélice” de naturaleza basica (bH-
L-H) (Gasiewivz et al., 2008).

Su expresién es importante a lo largo del desarrollo
de los mamiferos, desde la etapa embrionaria hasta
los organismos adultos, con altos niveles de expresiéon
en diversos 6rganos como higado, pulmén, ganglios
linfaticos y cerebro (Hahn et al., 2009).

Estos hechos plantean fuertemente la posibilidad
de que la via del AhR, tenga funciones fisiolégicas
importantes, aparte del metabolismo de compuestos
xenobidticos (Hahn et al,, 2009; Gasiewivz et al., 2008).
Existen evidencias que demuestran las funciones
bioldgicas por la activaciéon de la via AhR en ausencia
de ligandos exégenos, como la tumorigénesis de la
glandula mamaria (Trombino et al., 2000; Schlezinger
et al., 2006) asi como la respuesta inmune (Quintana
et al., 2008; Marshall et al., 2008). En este sentido,
al encontrar en el presente estudio que los niveles
de expresion del AHR y del ARNT-1 fueron elevados
principalmente en los pulmones de no fumadores, se
correlaciona con los hallazgos descritos inicialmente
por Dolwick et al., (1993); Li et al., (1994); Carver et al.,
(1994) y posteriormente por Lin et al., (2003), quienes
describieron al pulmén como uno de los érganos con
la mas alta concentracién del AHR en comparacién
con otros 6rganos. Y de acuerdo a los resultados que
se presentan en este estudio, la expresion del RNAmM
del AHR es una caracteristica del pulmén humano.

Un hallazgo importante de estos resultados, es la
tendencia del AHR al expresar su maximo nivel de 2.7
veces en los casos de los residentes de Prov, quienes
posiblemente estuvieron expuestos a bajos niveles
de contaminacién ambiental y dependiendo del nivel
de exposicidon a contaminantes ambientales en una
atmoésfera como la de la CM, tiende a disminuir la
expresion a 1.9 veces; finalmente, si existe exposicion
importante o prolongada a una mezcla de HAPs y
otros contaminantes que contiene el humo de cigarro
como en los Fum, la expresion del RNAm del AHR se
reduce de manera significativa a 0.63 veces.

Se sabe que la exposicion a ligandos del AHR, activa
una respuesta que reduce los niveles de la proteina
Ahr, sin afectar los niveles del RNAm en diferentes ti-
pos de célulasy tejidos (Davarios et al., 1999; Polenz et
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al., 2002). Otros reportes mencionan que los niveles de
la proteina pueden o no ser alterados por la unién del
ligando al Ahr (Franc et al., 2001; Chang et al., 2005).
Lo que es claro es que el mecanismo de regulacién del
AHR realmente depende de la magnitud y extensién
del efecto, del tipoy momento metabdlico celular, del
tipo de ligando, asi como del tejido y si las respuestas
evaluadas son in vitro en lineas celulares 6 in vivo en
animales de laboratorio (Gasiewicz et al., 2008).

Esto puede explicar el hecho de que en el presente
estudio, se observé una disminuciéon importante de
la expresion del AHR en los fumadores y aunque se
propone que la proteina Ahr al unirse a su ligando
sufre protedlisis por via del proteosoma (Gasiewicz et
al., 2008; Hahn et al., 2009), estos resultados sugieren
que puede existir una regulacién pos-transcripcional,
es decir, la degradacion del mensajero del gen del
AHR. Lo anterior, al ser un resultado nuevo, debe ser
verificado mediante el analisis por inmunohistoqui-
mica de la disminucién y/o ausencia de la proteina en
cortes histolégicos de pulmén de los Fum, o mediante
ensayos de protecciéon a RNasa A.

La via del AHR requiere la participacion del translo-
cador nuclear, la proteina Arnt-1, cuando es mayor la
expresion del AHR, se observa disminucién en la expre-
sion del ARNT-1, y viceversa. Sin embargo, siempre que
existié expresion de ARNT-1, se dio también expresion
del AHR. En cuanto al grupo de los Fum, la expresion
del AHR fue la menor, y esto explica la expresion dis-
minuida del translocador nuclear. Este hecho puede
tener implicaciones bioldgicas importantes, ya que
la activacién del receptor puede realizarse indepen-
dientemente de la unién de ligandos exégenos como
los HAPs u otros.

Es posible que el grupo de los Fum, al no tener en
niveles requeridos la presencia del complejo AHR-
ARNT-1, la posibilidad de activacién de genes que
puedan participar en la reparacion de tejido sea me-
nor. Asi, la disminucion en la renovacién proteolitica
y/o la activacién de muerte celular post-exposicion al
humo de cigarro, podria estar participando en generar
y agudizar los dafos pulmonares caracteristicos del
enfisema y/o bronquitis créonica como destrucciéon
tisular y respuestas agudas no reguladas.

Los resultados correlacionaron directamente en cuan-
to alaintensidad de la expresién de un gen efector, el
de laIL-8. Este se encontré méas expresado en el grupo
de los residentes de Prov que en el de los Fum: 1.36
vs 0.24. Sin embargo, también se deberd analizar la
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expresion de la proteina 1I-8 para correlacionar este
hecho. Un evento que sera evaluado en el corto plazo,
es la expresion del represor del AHR, el AHRR. Se ha
reportado que los niveles de expresién del AHR y del
AHRR son inversamente proporcionales al estimulo. Si
esto es cierto, significa que probablemente las células
pulmonares de los Fum pueden tener reprimidos de
manera importante la expresion de los genes de la via
del AHR, debida a una expresion elevada del AHRR,
que no sucede con los no fumadores: residentes tanto
de la CM como de Prov.

Conclusion

La expresion del AHR y del ARNT-1 es caracteristica
del pulmén de habitantes que no estan expuestos a
los HAPs del humo del cigarro.

La disminucién en los niveles de expresion del gen
de la IL-8 como efector en los fumadores, sugiere
que varios efectores de la via AhR pueden estar
afectados. &

Expectativas

Esimportante realizar el analisis de otros componentes
delaviadel AHR, es decir, aquellos genes que participen
en el metabolismo de los compuestos xenobidticos y los
que tengan un papel en la regulacién del ciclo celular.

Se analizara la presencia de la proteinas principales
de la via: Ahr, Arnt-1y Ahrr en cortes histologicos de
cada uno de los grupos estudiados.
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