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Resumen

Las aeroparticulas contaminantes con un diametro aerodinamico <2.5 pm (PMz.s)
son una mezcla compleja de materiales en fase solida y/o liquida que se
encuentran suspendidas en el aire, se originan principalmente de procesos de
combustion y su contenido esta enriquecido con compuestos organicos como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). Las PM fueron clasificadas por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer como carcinGgenos para
el ser humano, por la evidencia que existe en cancer de pulman, principalmente;
sin embargo, estudios epidemiolégicos también muestran que la exposicién a

PMz.s puede ser un factor de riesgo en el desarrollo de cancer de mama.

El gen BRCAL1 es un gen supresor de tumores, y sus mutaciones germinales
estan asociadas al desarrollo de cancer de mama hereditario, sin embargo, en
tumores esporadicos de mama se ha reportado que el gen BRCALl esta
silenciado, sin presentar mutaciones, y existe una relacion con la disminucion de
la expresion de su mRNA y de su proteina. Existen trabajos que demuestran que
contaminantes ambientales como los HAPs y dioxinas pueden regular
negativamente la expresion de BRCAL a través de la activacion de la via del
receptor de aril hidrocarburos (AHR), ya que esta proteina es capaz de reprimir
epigenéticamente el promotor de BRCA1l. Se desconocen los mecanismos
moleculares inducidos por las PM2s que puedan favorecer el desarrollo de
cancer de mama y por esta razén decidimos evaluar si las PMz.s disminuyen los

niveles de expresion de BRCAL, y si esta mediado por el AHR.

Las células MCF7 fueron expuestas a 10 pg/cm?de PMzs durante 24 y 48 horas.
Se evalud la expresion del mMRNA de BRCAL por gRT-PCR y los niveles de
proteina por western blot. Para determinar la participacién del AHR, se inhibi6 la
expresion del AHR mediante un siRNA. Se encontré que las PM2s aumentaron
niveles de la proteina del AHR a las 24 h (***p < 0.0005 vs siRNA CT) y a las 48
h (*p < 0.05 vs siRNA CT). Las PMzs disminuyeron los niveles del mRNA de
BRCAL (*p<0.05 vs siRNA CT) a las 24 h, y cuando las células fueron pre-
tratadas con siRNA de AHR y expuestas a PM2s se observo la prevencion de la
disminucion del mRNA de BRCAL inducida por las PM (+p<0.05 vs siRNA CT



PMz2.s). A las 48 h de exposicidn, las PM2.s disminuyen los niveles de la proteina
de BRCAl (**p<0.005 vs SIiRNA CT), y se observo una prevencion en la
disminucién de la proteina de BRCAL inducida por las PM25s (*p<0.05 vs siRNA
CT PMzs), cuando se inhibié el AHR con siRNAs.

Los resultados muestran que en células MCF7 expuestas a PM2s durante 24
horas se disminuyen los niveles de mRNA de BRCAL, pero el efecto en la
disminucién de los niveles de la proteina de BRCAL se observa en las células
expuestas a PMzs durante 48 horas, y en ambos tiempos se observa que AHR
interviene en la disminucién de la expresion de BRCAL. Esto sugiere que AHR

participa en la regulacion negativa de la expresion de BRCAL.



Abstract

Airborne pollution whit an aerodynamic diameter of 2.5 mm or less (PMz5s) are a
complex mixture of solid and/or liquid phase materials suspended in the air that
originate mainly from combustion processes, which content is rich in organic
compounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). PM were
classified by the International Cancer Research Agency as carcinogenic to
humans, due to the evidence of its effect in lung cancer development; however,
epidemiological studies also show that exposure to PM2.s may be a risk factor in

the development of breast cancer.

The BRCAL gene is a tumor suppressor gene, and its germline mutations are
associated with the development of hereditary breast cancer, however, it has
been reported that the BRCAL gene is silenced without mutations in sporadic
breast tumors, which has been linked with a decreased expression of its mMRNA
and protein. Studies have demonstrated that environmental pollutants (PAHs and
dioxins) can downregulate the expression of BRCA1 through activation of the
pathway activation of aril hydrocarbon receptor (AHR), this protein is capable of
epigenetically suppressing the BRCAL1 promoter. The molecular mechanisms
induced by PM2s that may favor the development of breast cancer are still
unknown. Because of this we decided to evaluate whether PM2.s reduces BRCA1

expression levels, through the AHR pathway.

MCF7 cells were exposed to 10 pg/cm? of PM2s for 24 and 48 hours. Expression
of BRCA1 mRNA was evaluated by gqRT-PCR and BRCAL protein levels were
evaluated by western blot. To determine AHR involvement, AHR expression was
inhibited by siRNA. PM2.s were found to increase AHR protein levels after 24 h
(***p <0.0005 vs siRNA CT) and 48 h (*p <0.05 vs siRNA CT). PM2s decrease
the levels of BRCAL1 mRNA (*p <0.05 vs siRNA CT) at 24 h, and when cells were
pre-treated with AHR siRNA and exposed to PMzs, prevention of PM-induced
BRCA1 mRNA decrease (+p <0.05 vs siRNA CT PMzs) was observed. At 48 h
of exposure, PM2s decreases BRCAL protein levels (**p <0.005 vs siRNA CT),
and prevention was observed in the decrease of BRCAL protein induced by PM2.s
(*p <0.05 vs siRNA CT PM2.5), when AHR was inhibited with siRNAs.



These results show that in MCF7 cells exposed to PM2s for 24 hours the mRNA
levels of BRCAL are decreased, but the effect on the decrease of BRCA1 protein
levels is observed in exposed cells for 48 hours, and in both exposure times, it is
observed that AHR intervenes in the decrease of the expression of BRCAL. This
suggests that AHR is negatively involved in the regulation of BRCAL expression.



Introduccion

Contaminacion del aire

El aire es una mezcla de gases que conforman la atmosfera terrestre y se
compone principalmente por nitrégeno, oxigeno y argon con volumenes del
78.08%, 20.95% y 0.93%, respectivamente. También contienen componentes
como vapor de agua, diéxido de carbono, helio, 0zono y metano, considerados
elementos traza por encontrarse en muy bajas proporciones (Barry et al., 2003).

La contaminacion atmosférica es una alteracion de los componentes del aire y
esta dada por la presencia de gases o particulas que pueden producir efectos
adversos en la salud de los seres vivos y en los ecosistemas (Seinfeld & Pandis,
2016). Los contaminantes emitidos a la atmoésfera provienen de fuentes
naturales como incendios forestales no provocados, erosion del suelo,
erupciones volcanicas y aerosoles marinos. También se emiten a la atmésfera
contaminantes de fuentes antropogénicas derivados de procesos industriales y
agricolas, que involucran la quema de combustibles fésiles para la generacion

de energia o por emisiones vehiculares (Jacobson, 2002).

Independientemente del origen, los contaminantes atmosféricos se dividen en
contaminantes primarios y secundarios; los contaminantes primarios son
emitidos directamente a la atmdsfera como el metano (CH4), mondxido de
carbono (CO), diéxido de nitrégeno (NO2) o particulas como el polvo suspendido
del suelo. Mientras que los contaminantes secundarios se forman dentro de la
atmoésfera a través de reacciones quimicas entre precursores primarios; por
ejemplo, el ozono (Os) es un gas secundario, y las particulas secundarias de
sulfatos y nitratos son formadas a partir de la conversién de gas a particula,

proceso conocido como nucleacion (Seinfeld & Pandis, 2016).

La contaminacion del aire representa un problema ambiental y tiene un impacto
en la salud del ser humano, como lo muestran datos de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la cual reporté que 4.2 millones de muertes prematuras al
afo pueden ser atribuidas a la contaminacion del aire (WHO, 2018). Para evaluar
la calidad del aire se establecio el monitoreo de seis contaminantes del aire, a

los cuales se les nombré “contaminantes criterio” debido a que a través de



diversos estudios se demostrd que tienen impacto en la salud de los humanos y
del entorno (U.S. EPA., 2004). Los contaminantes criterio son: el didéxido de
azufre (SOz2), monoxido de carbono (CO), didxido de nitrégeno (NOz), ozono (O3s),
plomo (Pb) y particulas suspendidas (PMio y PM25). Por medio de las guias de
calidad del aire, la OMS establece los limites permisibles internacionales de los
contaminantes criterio (WHO, 2006), y en México, los valores se encuentran
publicados en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM), los cuales se muestran

en la tabla 1.

Tabla 1. Valores limites permisibles para los contaminantes criterio estipuladas por las

Normas Oficiales Mexicanas y por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Contaminante México OMS
criterio (Normas Oficiales Mexicanas) (Guias de la Calidad del
Aire, 2015)

Diéxido de azufre [NOM-022- 0.110 ppm, maximo media de| 20 pg/ms3, media de 24
(SO2) SSA1-2010 |24 horas horas

0.200 ppm, segundo maximo | 500 pg/m3, media de 10

anual como media moévil de 8| minutos

horas

0.025 ppm, media anual
Monéxido de NOM-021- |11.0 ppm, maximo anual
carbono (CO) SSA1-1993 |como media mévil de 8 horas
Dioxido de NOM-023- [0.210 ppm, promedio horario | 40 ug/m3, media anual
nitrogeno (NO2) |SSA1-1993 200 pg/ms3, media de una

hora
Ozono (03) NOM-020- |0.095 ppm, promedio horario | 100 pg/m3, media de ocho
SSA1-2014 ]0.070 ppm, maximo anual del| horas

promedio movil de 8 horas

Plomo (Pb) NOM-026- (1.5 pg/m3, en un periodo de
SSA1-1993 |tres meses como promedio

aritmético
Particulas NOM-025- |75 pg/m3, promedio 24 horas | 20 pug/ms3, media anual
menores a 10 SSA1-2014 |40 pg/mse, promedio anual 50 pg/ms3, media de 24
micrometros horas
(PM10)
Particulas NOM-025- (45 pg/m3, promedio 24 horas | 10 pug/ms3, media anual
menores a 2.5 SSA1-2014 |12 pg/mé, promedio anual 25 pg/ms3, media de 24
micrometros horas
(PMz5)




Los estandares para medir la calidad del aire definen las concentraciones limites
permitidas de los contaminantes criterio, y su propésito es proteger la salud de
la poblacion, en particular de grupos vulnerables como nifios, personas de la
tercera edad y personas con enfermedades preexistentes, sin embargo, es
importante mencionar que no existen umbrales discernibles de concentracion por

debajo de los cuales no se producen efectos adversos en la salud (WHO, 2006).

Dentro de los efectos a la salud asociados a los contaminantes criterio, se sabe
que la exposicion a SOz, NO2 y Os genera irritacion e inflamacién de las vias
respiratorias, sintomatologia respiratoria como tos, sibilancias, disnea y
broncoespasmos, y exacerbacion de enfermedades como asma y bronquitis (T.-
M. Chen et al., 2007; Lippmann, 1989); la exposicion a SO: afecta principalmente
la funcion pulmonar, la exposicion a NO2 aumenta el riesgo de infecciones del
tracto respiratorio y agrava enfermedades respiratorias, principalmente el asma
(M. Chen et al., 2007). la exposicion a Oz reduce la funcion pulmonar, y genera
sintomas como dificultad para respirar (Lippmann, 1989), la exposicién al Pb
genera problemas de comportamiento y aprendizaje en los nifios (Assi et al.,
2016), y cancer de estdbmago (Rousseau etal.,, 2007). EI CO genera
sintomatologias como dolor de cabeza, mareo, nduseay pérdida de la conciencia
(Manisalidis et al., 2020). Con respecto a las particulas contaminantes se sabe
que pueden afectar tanto al sistema respiratorio, exacerbando el asma y la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (Brunekreef & Forsberg, 2005); asi
como al sistema cardiovascular desencadenando arritmias, infartos, insuficiencia
cardiaca y eventos cerebrovasculares (Bourdrel et al., 2017). Ademas, se sabe
que las particulas contaminantes son un factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de pulmén (Loomis et al., 2013), por lo que en este trabajo estamos

interesados en conocer el potencial carcinogénico de las particulas.



Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas (PM, por sus siglas en inglés “Particulate matter”),
también conocidas como aeroparticulas o material particulado, son una mezcla
compleja de materiales en fase sélida y/o liquida que se encuentran suspendidas
en el aire. Las PM tienen diversas formas, tamafios y composicion quimica
(Jacobson, 2002). Para su estudio, las PM se clasifican de acuerdo con su
diametro aerodinamico en: particulas suspendidas totales (TSP) con diametro
aerodindmico de hasta 100 um, particulas PM1o con didmetro aerodindmico < 10
um, particulas finas con diametro aerodindmico < 2.5 um (PM2s) y particulas
ultrafinas con diametro aerodinamico < 0.1 um (UFP). Como se muestra en la
figura 1, cada fraccion de PM contienen a las particulas de menor tamafio, es
decir, las PM1o contienen a PM2sy a su vez a UFP (U.S. EPA., 2004).

Fraccion inhalable

TSP

PM;,

PM,,
Ctuee| 1

Figura 1. Clasificacion de las PM de acuerdo con su diametro aerodinamico
Las PM se clasifican en particulas suspendidas totales (TSP), particulas con diametro

aerodinamico < 10 (PM1o) y particulas con didmetro aerodindmico < 2.5 um (PMzs) y particulas
ultrafinas con diametro aerodinamico < 0.1 ym (UFP), como se muestra en la imagen cada
fraccion de PM contienen a las particulas de menor tamafio, es decir, las PM1o contienen a PMz s
y a su vez a UFP. La fraccion inhalable (PMio, PM2s, UFP) es capaz de ingresar a las vias
respiratorias profundas. Tomada y modificada de Garcia-Garcia, 2014.

Debido a su tamafio, las PM con diametro aerodinamico < 10 um (PMzo, PM2:sy
UFP) son conocidas como la fraccion inhalable ya que son capaces de ingresar
a las vias respiratorias profundas, y se ha demostrado que entre mas pequefio
sea el diametro aerodinamico de la particula, mas profundo es su sitio de
deposicion en el tracto respiratorio y mas lenta su velocidad de remocién, por lo

gue la probabilidad de interaccién con la célula aumenta (Zereini & Wiseman,

8



2011). Las PMzs, y especialmente las UFP, pueden penetrar profundamente en
las vias respiratorias, depositarse en los alvéolos e ingresar a torrente sanguineo
Yy, por tanto, pueden llegar a érganos extrapulmonares como higado, rifion y bazo
(Li et al., 2019; Shimada et al., 2006; X. Zhang et al., 2018). Las vias por las que
las PM pueden ingresar al torrente sanguineo son: 1) la translocacion, las PM
pueden atravesar la barrera epitelial y cruzar sucesivamente la membrana basal
entre las células endoteliales y finalmente ingresar al torrente sanguineo; 2) la
disolucion de los componentes solubles de las PM y su absorcion en el
surfactante alveolar, favoreciendo su translocacion hacia la barrera alveolo-
capilar, y 3) por macrofagos alveolares que fagocitan y transportan las PM, la
principal via del aclaramiento es por transporte mucociliar; sin embargo los
macréfagos que contienen las PM pueden volver a entrar en el intersticio y pasar
de alli al sistema linfatico o sanguineo (Li et al., 2019; Mills et al., 2006; Shimada
et al., 2006; Stone et al., 2017; X. Zhang et al., 2018).

Debido a que las PM pueden alcanzar diversos 6rganos, su composicion es muy
importante, la cual depende de su origen, ya sea de origen natural o
antropogénico. Las particulas finas y ultrafinas se originan principalmente de la
combustién de combustibles fésiles y de materia organica para la produccién de
la electricidad, en procesos industriales como los metallrgicos, y en el uso de
automoviles. Las particulas de mayor tamafio como las PMio se generan por
procesos de disrupcion mecéanica como la suspension del polvo y suelo por
accion del viento (Seinfeld & Pandis, 2016).

La composicion de las PM esta caracterizada por ser una mezcla compleja de
contaminantes que incluye diversos componentes de origen biolégico como el
polen, esporas, endotoxina, virus, hongos y bacterias (Cao etal., 2014);
compuestos inorganicos como el carbono elemental, nitratos, sulfatos y metales
como hierro, aluminio, niquel, titanio, plomo, cromo, manganeso, entre otros
(Chirino et al., 2015; U.S. EPA., 2004); y compuestos organicos como las
dioxinas, compuestos organicos volatiles (VOC), aminas aromaticas e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (U.S. EPA., 2004).



Efectos de las PM en la salud

A partir de estudios epidemiolégicos, se sabe que el incremento de 10 pg/m3 en
la concentracion de PMio y PM25 en la atmosfera esta asociado con el aumento
del 23.5% y 19.6%, respectivamente, de ingresos hospitalarios y visitas a
urgencias por enfermedades respiratorias y enfermedades cardiovasculares
(Ferreira et al., 2016). Ademas, el aumento de 10 pg/m® en los niveles de
exposicion a PM2s conlleva a un aumento del 11% en la mortalidad por
problemas cardiovasculares como desarrollo de ateroesclerosis, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular e insuficiencia cardiaca aguda (Bourdrel
et al., 2017). También se ha demostrado que el aumento de 10 pg/m?3 de PM1o
esta asociado a un aumento del 1% y 1.2% en el riesgo de admision hospitalaria
por exacerbacion de enfermedades respiratorias como el asmay la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, respectivamente (Atkinson et al., 2001). Ademas,
se reportd que por cada incremento de 10 pg/cm? de PMzs existe un incremento
del 6% en el riesgo de mortalidad por enfermedades cardiopulmonares y un

incremento del 8% en mortalidad por cancer de pulmon (Pope et al., 2002).

De acuerdo con la clasificacion de la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC) la contaminacién del aire extramuros y las PM pertenecen al
grupo 1, considerandolos como carcinégenos para el ser humano (IARC, 2016;
Loomis et al., 2013). Esta clasificacion se dio en el 2013, después de la revision
de evidencia cientifica que incluyé estudios epidemioldgicos y estudios
experimentales sobre los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de
cancer, determinando asi que existe evidencia suficiente del potencial
carcinogénico de la contaminacion del aire en los humanos (IARC, 2016; Loomis
et al., 2013).

Las PM fueron clasificadas por la IARC como un carcinégeno para los humanos
basandose en la evidencia que existe en torno al cancer de pulmon
principalmente (X. Chen et al., 2016; Pope et al., 2002), y al cancer de vejiga
(Castano-Vinyals et al., 2008). Por otro lado, evidencia reciente sefiala una
asociacion entre la contaminacién del aire y el desarrollo de cancer de mama
(Bonner et al., 2005; Hwang et al., 2020; Parikh & Wei, 2016), en la cual se ha
mostrado que los HAPs que se encuentran en las PM juegan un papel importante

en el desarrollo de esta neoplasia. Sin embargo, aun no se han descrito los
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mecanismos moleculares por los cuales las PM favorecen el desarrollo del
cancer de mama, y es de interés de este trabajo, elucidar mecanismos mediante

los cuales las PM2 s favorecen el desarrollo de cancer de mama.

Se ha reportado que aproximadamente 88% de los HAPs atmosférico se
encuentran adsorbidos en las PMzs, entre los que se encuentran el
benzo(ghi)perileno (BghiP), benzo(a)pireno (BaP), benzo(b)fluoranteno (BbF),
benzo(a)antraceno (BaA) y dibenzo(ah)antraceno (DahA) (Jakovljevi¢ et al.,
2018), ademas, los HAPs con potencial carcinogénico (como el BaP) pueden
representar hasta el 47% de las concentraciones totales de HAP en las PMzs
(Hassanvand etal., 2015). Algunos de los HAPs son compuestos pro-
carcindbgenos y son activados metabdlicamente por los citocromos P450,
CYP450 (enzimas de la fase | del metabolismo de xenobibticos), estos
citocromos son activadas por la via del receptor de aril hidrocarburos (AHR). Esta
via da como resultado compuestos intermediarios capaces de unirse al DNA, y
de no ser eliminados apropiadamente pueden generan mutaciones en genes, lo

que puede favorecer el desarrollo de cancer (Moorthy et al., 2015).

Receptor de aril hidrocarburos (AHR)

El AHR es un factor de transcripcién que pertenece al grupo bHLH-PAS (basic
helix loop helix-PER ARNT-SIM), una caracteristica importante del receptor es
su activacion dependiente de ligando, su funcién es la activacion de la expresion
de numerosos genes, entre ellos destacan los genes que codifican para enzimas

del metabolismo de xenobidticos (Denison & Nagy, 2003).

Los ligandos del AHR se caracterizan por tener una estructura planar y de
naturaleza hidrofébica. Se han identificado diversos ligandos endégenos como
metabolitos del triptéfano, e incluso fitoquimicos como los flavonoides e indoles
(Murray et al., 2014). También existen ligandos xenobidticos que se unen al AHR
por ejemplo, los HAPs como BaP y 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno,
hidrocarburos aromaticos halogenados como dibenzofuranos, bifenilos y
dioxinas como 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (Nguyen &
Bradfield, 2008).

La proteina de AHR esta conformada por: 1) un dominio bHLH N-terminal que

permite la union con el DNA y con la proteina de choque térmico 90 (Hsp90) y la
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dimerizacion con el translocador nuclear de AHR (ARNT), 2) un dominio PAS A
que también permite la dimerizacion con el ARNT, 3) un dominio PAS B que
contiene el dominio de union al ligando, y permite la unién con la proteina de
interaccion con AHR [Aip (también XAP2)] y con Hsp90, y 4) un dominio C-
terminal del AHR de activacion transcripcional (TAD) (Abel & Haarmann-
Stemmann, 2010).

Via canénica del AHR

Una de las funciones del AHR es la activacidn de la transcripcion de genes que
codifican enzimas del metabolismo de xenobiéticos como los citocromos P450
1A1 (CYP1Al1), CYP1B1, glutation S-transferasas (GST), UDP-glucuronosil
transferasa (UGT1A6), NAD(P)H dependiente de quinona oxidorreductasa-1
(NQOL1), aldehido deshidrogenasa 3A1 (ALDH3AL1), entre otras (Feng et al.,
2013; Jackson et al., 2015). En ausencia de su ligando, el AHR se encuentra en
el citoplasma formando un complejo con las proteinas Hsp90, Aip y p23, este
complejo permite la estabilidad del AHR y evita su degradacién. La via se activa
cuando el ligando se une a la proteina AHR en el citoplasma, esto provoca
cambios conformacionales que exponen la sefial de localizacion nuclear (NLS) y
gue permiten la disociacién del complejo citoplasmético. Estos cambios permiten
la translocacion nuclear de AHR, y se forma el heterodimero AHR-ARNT, el cual
se une a elementos de respuesta a xenobidticos (XRE: 5’-GCGTG-3’) presentes
en los promotores de los genes blanco del AHR, lo que lleva a la activacion
transcripcional de los genes encargados de la detoxificacion y metabolismo de
xenobidticos, como los CYPs, y esta via se denomina la via canénica de AHR
(Denison & Nagy, 2003).

Vias no canodnicas del AHR

Adicionalmente, se sabe que el AHR, a través de vias no candnicas, esta
implicado en procesos de proliferacién celular, diferenciacion celular, inflamacién
y carcinogénesis (Dietrich & Kaina, 2010; Feng etal., 2013). Uno de los
mecanismos a través de los cuales el AHR esta implicado en los procesos
carcinogeénicos, es por medio de la activacion de la transcripcion de genes como
JNK, Slug, VEGFA, etc (Murray et al., 2014).
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Ademas, el AHR también puede regular de forma negativa la transcripcion de
genes mediante una regulacion epigenética, como es la regulacién de la
expresion de genes mediante metilacion del DNA, modificaciones
postraduccionales de histonas, complejos remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP y organizacion nuclear (Felsenfeld & Groudine, 2003).

Se sabe que los componentes organicos de las PM25, como los HAPs vy las
dioxinas, son capaces de regular negativamente al gen de BRCAL a través de
regulacion epigenética (Jeffy et al.,, 1999; Papoutsis et al., 2010; Romagnolo
et al., 2015). En células de cancer de mama se ha observado que la dioxina
TCDD activa al AHR, el cual trasloca a nucleo, uniéndose al traslocador nuclear
del AHR (ARNT), formando el heterodimero AHR/ARNT, este heterodimero
interactia con diversas proteinas, entre las que se encuentran proteinas
modificadoras de la cromatina como las DNA metil transferasas (DNMT) DNMT1,
DNMT3a, DNMT3b, la Proteina 2 con dominio de unién a metil-CpG (MBD2) y la
histona desacetilasa 1 (HDAC1) (Hockings et al., 2006), para asi unirse a los
elementos de respuesta a xenobidticos (XRE) presentes en el promotor del gen
BRCA1, la union de AHR/ARNT en XRE favorece la metilacion del DNA, el
enriqguecimiento de H3K9me3, reducciéon de H4ac y de H3K9Ac en el promotor
del gen, que en conjunto, regulan de forma negativa la transcripciéon de BRCA1
(Papoutsis et al.,, 2010, 2012). Por otro lado, en un modelo in vivo de
carcinogénesis de mama inducido por el HAPs 7,12-dimethil-
benzo(a)anthraceno (DMBA), se report6 disminucién en la expresion de BRCAL,
derivado de la metilacion de su promotor y se observé una mayor expresion y
activacion del AHR (Romagnolo et al., 2015), lo que sugiere la participacion del

AHR en la regulacion de este gen.

Cancer de mama

El cancer de mama es una neoplasia de gran interés debido a que mundialmente
ocupa el primer lugar de incidencia y mortalidad en las mujeres (GLOBOCAN,
2020).

Esta neoplasia es causada por una combinacion de factores de riesgo genéticos,
hormonales y ambientales (McPherson et al., 2000). Entre los factores de riesgo

conocidos para el desarrollo de cancer de mama se encuentran la menarca
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temprana, menopausia tardia, nuliparidad, edad del primer parto y periodo largo
de lactancia (McPherson et al., 2000). Ademas, los factores de riesgo de historia
familiar predisponen genéticamente al individuo a mutaciones, como es el caso
de mutaciones en los genes de susceptibilidad de cancer de mama (BRCAL1 y
BRCAZ2), que se asocian con el inicio temprano de cancer de mama hereditario
(B. E. Henderson & Feigelson, 2000). Por otro lado, existen factores ambientales
asociados al desarrollo de esta neoplasia, como son los relacionados al estilo de
vida, como el alto indice de masa corporal (sobrepeso u obesidad),
sedentarismo, dieta, alcohol y tabaco (Irigaray et al., 2007; Khan et al., 2010;
McPherson et al.,, 2000). Ademas, existen factores asociados al entorno del
individuo, esto es la exposicién a contaminantes ambientales como solventes
(Hansen, 1999), bisfenol A (Shafei et al., 2018), dioxinas (Warner et al., 2002),
hidrocarburos arométicos policiclicos (White etal., 2016) y metales como

cadmio, antimonio y cobalto (Kresovich et al., 2019).

El 95% de los casos de cancer de mama son adenocarcinomas y se derivan de
las células epiteliales de la unidad lobulillar ductal terminal y su evolucion
histol6gica va desde la hiperplasia, hiperplasia con atipia, carcinoma in situ,

hasta la invasion a través de la membrana basal del conducto (Makki, 2015).

Por un lado, como se muestra en la figura 2, el cancer de mama se clasifica en
subtipos histolégicos y en subtipos moleculares. Los carcinomas in situ son
aguellos con una proliferacion intraductal de células epiteliales que se limita a los
conductos y l6bulos, y los carcinomas invasivos son aquellos cuyas células
neoplasicas han penetrado a través de la pared del conducto hacia el estroma
de la mama (Harbeck et al., 2019; Makki, 2015). Ademas, el cancer de mama se
puede clasificar en subtipos moleculares, en funcion de los perfiles de expresion
génica, en luminal A, luminal B, HER2 y triple negativo (Harbeck et al., 2019;
Perou et al., 2000). La clasificacion del cancer de mama con base en las
caracteristicas moleculares e histoldgicas tienen importantes implicaciones para
el tratamiento de la enfermedad permitiendo una medicina personalizada con el
uso de terapias blanco, por ejemplo, la terapia con 4-hidroxitamoxifeno es
empleada en pacientes con cancer de mama luminal, mientras que la terapia con

trastuzumab es utilizada en pacientes con cancer de mama HER+.
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Subtipos histologicos

Carcinomas no invasivos Carcinomas invasivos Otros tipos de cancer de mama
Carcinoma lobulillar in situ Carcinoma lobulillar invasivo Céncer de mama inflamatorio
Carcinoma ductal in situ Carcinoma ductal invasivo Enfermedad Paget del pezdn

* Tipos: comedo, solido, cribiforme, « Tipos: tubular, cribiforme, Cancer de mama filoide

papilar, micropapilar mucinoso, medular, papilar Angiosarcoma de mama

Subtipos moleculares

Luminal A Luminal B HER2 Triple negativo
ER+, PR+, HER2- ER+, PR+, HER2-/+ ER-, PR-, HER2+ ER-, PR-, HER2-
Indice Ki67 bajo Indice Ki67 alto Indice Ki67 alto Indice Ki67 alto

Figura 2. Clasificacion histolégica y molecular del cancer de mama

El cancer de mama puede clasificarse con base en las caracteristicas histol6gicas y moleculares
del tumor. De acuerdo con su histologia, son clasificados en carcinomas no invasivos y
carcinomas invasivos, y en otros tipos de cancer de mama menos comunes. Los analisis
moleculares han definido al menos cuatro subtipos moleculares de cancer de mama, dos tipos
luminales (luminal A y luminal B), el tipo enriquecido en HER2 y el tipo triple negativo.

Por otro lado, de manera general el cancer de mama puede ser clasificado en
cancer hereditario y cancer esporadico, dependiendo de los factores de riesgo
predominantes en el desarrollo de la enfermedad. A nivel mundial, el cancer de
mama hereditario representa entre el 5 al 15 % de los casos de cancer de mama,
y este se asocia a mutaciones en los genes de BRCA1 y BRCA2, principalmente,
y en menor grado los genes ATM, CDH1, CHEK2, MRE11A, NBN, PALB2,
PTEN, RAD50, RAD51C y TP53 (Apostolou & Fostira, 2013; Slavin et al., 2017,

Venkatraman & Klenova, 2015).

Gen de BRCA1

BRCAL es un gen supresor tumoral localizado en el cromosoma 17 (17921), en
la figura 3 se muestra que el gen cuenta con 24 exones que codifican para una
proteina de 1863 aminoacidos (Miki et al., 1994), y participa en la reparacion de
DNA por recombinacion homaloga, arresto del ciclo celular y en la ubiquitinacion
de proteinas como CtIP (Huen et al., 2010; Wu et al., 2008).

La proteina BRCA1 contiene dos dominios funcionales de gran importancia: en
el extremo amino terminal presenta el dominio RING que permite la formacion

de un heterodimero con la proteina BARD1, el dominio carboxilo terminal BRCT
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interactda con diversas proteinas como BRCA2, CtIP, Abraxas, entre otras (B.
R. Henderson, 2012).

17g21
Gen BRCA1 81,189 pb
24 exones

Proteina BRCA1

RING NES NLS Exén 11 sQCD BRCT

LT T N N [ |

Figura 3. BRCA1: gen y proteina

El gen BRCAL esta localizado en el cromosoma 17 (17g21), su tamafio es de 81,189 pb y cuenta
con 24 exones que codifican para una proteina de 1,863 aminoacidos, la proteina contiene un
dominio amino terminal RING, y un dominio carboxilo terminal BRCT, cuenta con una sefial de
exportacién nuclear NES y sefial localizacion nuclear NLS, también contiene el dominio de serina
y treonina (SQCD) de sitios de fosforilacion.

Si bien, las mutaciones en BRCAL juegan un papel importante en el desarrollo
de cancer de mama hereditario, el gen de BRCAL también puede participar en
el desarrollo de cancer de mama esporadico, esto se debe a que este gen puede
ser regulado epigenéticamente, lo que lleva a una disminucion en los niveles de
la proteina de BRCA1, sin que exista una mutacion en su gen (Catteau & Morris,
2002).

Asociacién de las PM con el cancer de mama
Debido a que el cancer de mama hereditario explica solo una pequefa parte del
porcentaje de esta neoplasia, existe el interés de comprender mejor el papel de

los factores ambientales en el riesgo de desarrollo del cancer de mama.

Diversos estudios demuestran que las PMzs y UFP inhaladas pueden llegar a
organos extrapulmonares como higado, rifion y bazo (Li et al., 2019; Shimada et
al., 2006; X. Zhang et al., 2018), sin embargo no existe evidencia que demuestre
gue las PM lleguen directamente al tejido mamario. No obstante, se sabe que las
PM al ingresar al tracto respiratorio experimentan disgregacion en particulas mas
pequefias y se pueden liberar compuestos individuales, como compuestos
lipofilicos, que tendrian mayor oportunidad de llegar a 6rganos extrapulmonares
(Kreyling et al., 2013). Se ha propuesto que sustancias lipofilicas pueden migrar

al tejido adiposo de la mama, en donde pueden metabolizarse in situ y
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posteriormente excretarse a los sistemas ductales donde estaran en contacto
con el parénquima mamario durante el tiempo suficiente que permita el desarrollo
de cancer (Labréche & Goldberg, 1997). Por lo anterior, los HAPs son los
componentes de la contaminacion del aire que mas se han relacionado con el
riesgo para el desarrollo de cancer de mama (Rodgers et al., 2018) y debido a
su caracter lipofilico, los HAPs pueden unirse a lipoproteinas plasmaticas en el
torrente sanguineo (Plant et al., 1987) y de esta manera ser transportados hasta
organos con alto contenido graso, donde son capaces de entrar a las células por
difusion a través de las membranas celulares y depositarse en las vesiculas
lipidicas dentro de la célula (Penn et al., 2005), y se ha demostrado que los HAPs
se almacenan y concentran en el tejido adiposo de la mama debido a su caracter
lipofilico, lo que puede favorecer el desarrollo de cancer en el tejido mamario
(Brody et al., 2007; Morris & Seifter, 1992; Rudel et al., 2007). Las muestras de
leche materna se han establecido como un indicador preciso del estado de la
glandula mamaria (Quezada & Vafai, 2014), y estudios demuestran la presencia
de HAPs y sus metabolitos en muestras de leche materna (Oliveira et al., 2020)
e incluso se han encontrado niveles altos de PAHs en muestras de leche materna
provenientes de mujeres con obesidad (Acharya et al., 2019). Sin embargo, no
se sabe si las PM logran llegar al tejido de la mama o qué componentes son los

que llegan.

Actualmente, existe evidencia epidemiologica que demuestra que las PMzs estan
asociadas al desarrollo de cancer de mama, sin embargo, se desconocen los
mecanismos por lo que las PMzs favorecen el desarrollo de cancer de mama. En
1996 Lewis-Michl y colaboradores reportaron un riesgo significativo de
desarrollar cancer de mama en mujeres posmenopausicas que estaban
expuestas a emisiones de industrias quimicas (Lewis-Michl etal., 1996).
Posteriormente, se demostré que la exposicion a altos niveles de TSP (mayores
a 140 pg/m?) incrementaba 2.42 veces el riesgo de desarrollar cancer de mama
en mujeres postmenopausicas comparado con mujeres expuestas a niveles
bajos de TSP (menores a 84 ug/m?) (Bonner et al., 2005). Ademas, la exposicién
a altas concentraciones de emisiones del trafico vehicular, principalmente HAPs,

esta asociada con un incremento de 2.5y 2.57 veces en el riesgo a desarrollar
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cancer de mama en mujeres premenopausicas y postmenopausicas,

respectivamente (Nie et al., 2007).

También se ha demostrado que el riesgo a desarrollar cAncer de mama es mayor
en mujeres que viven en zonas urbanas donde la contaminacion del aire es alta,
por ejemplo, Parikh y colaboradores demostraron que existe una asociacion con
las altas emisiones de HAPs y PMzs con la incidencia de cancer de mama en el
area metropolitana de Atlanta, en contraste con la zona rural de Georgia (Parikh
& Wei, 2016). Por otro lado, diversos estudios reportan un incremento en el
riesgo de mortalidad por cancer de mama asociado al incremento en la
exposicion a HAPs, PM25 y PM1o (Hu et al., 2013; Hung, 2012; Hwang et al.,
2020; Tagliabue et al., 2016), y en un estudio de meta anlisis, en el que se
analizaron 14 trabajos publicados, se encontré que por cada incremento de 10
ng/m3 de PM2:s y PM1o se incrementaba un 17% y 11% el riesgo de mortalidad

por cancer de mama, respectivamente (Z. Zhang et al., 2019).

En estudios in vitro se ha reportado que la exposicion a extractos organicos de
TSP induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio al
DNA en células MCF7 (S.-T. Chen et al., 2013), y que la exposicion a la fraccion
soluble de las PMzs (enriquecida con metales de cadmio, cobre, plomo, zinc y
cromo) incrementa la proliferacién celular, la capacidad de migracion, y los
niveles de proteinas involucradas en la transicidn epitelio mesénquima en células
MDA-MB-231 (Cheng et al., 2021). Diversos estudios han mostrado la induccion
de los CYP1Al y CYP1B1 en células MCF7 y MCF10A expuestas a TSP y
particulas de escape de diésel (DEPs) (S.-T. Chen et al., 2013; Courter et al.,
2007; Mahadevan et al., 2005), estos estudios sugieren que las PM activan el
AHR, el cual podria jugar un papel importante en regular de forma negativa
genes como el de BRCAL y de esta forma favorecer el desarrollo de cancer de

mama.

La linea celular MCF7 es una de las lineas celulares de cancer de mama mas
utilizadas en la investigacion del cancer (Comsa et al., 2015) asi como en el
estudio toxicolégico de las PM (Chen et al., 2013; Mahadevan et al., 2005;
Matsumoto et al., 2005; Okamura et al., 2002; Ueng et al., 2004). Esta linea
celular se establecio en 1973 en la Fundacion de Cancer de Michigan (de ahi el
nombre por sus siglas en inglés, Michigan Cancer Foundation), las células
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provienen del derrame pleural de una mujer con enfermedad metastésica con un
origen primario de adenocarcinoma mamario, esta linea celular cuenta con
caracteristicas de un epitelio mamario diferenciado (Soule et al., 1973) y ha sido
clasificada molecularmente dentro del tipo Luminal A, ya que expresa las
proteinas ER y PR (Subik et al., 2010), y cuenta con el gen de BRCAL sin

alteraciones (Elstrodt et al., 2006).

A pesar de que las células fueron aisladas de una metastasis, la linea celular no
es invasiva y representa un modelo de estadio temprano, esto por su estado
funcional del ER y por su dependencia de estrégenos para el crecimiento, y
también tiene la ventaja de que la cantidad minima de estrégeno presente en el
suero es suficiente para asegurar el crecimiento celular. Por lo anterior, esta linea
celular facilita el estudio para los procesos carcinogénicos en otros subtipos
moleculares del cancer de mama, incluido el cancer de mama ER- y el triple

negativo (Comsa et al., 2015).

Un punto importante a considerar para elegir las células MCF7 como modelo de
estudio es que la expresion de BRCAL tiene una relacion estrecha con la
sefalizacion del receptor de estrégeno alfa (ERa), esto es, que la estimulacion
con estrégenos aumenta la expresion de BRCAL a nivel de RNA y proteina y, a
la inversa, BRCAL induce la expresion del mRNA de ERa, y actia como un
regulador negativo de la senalizacion de ERa (Gorski et al., 2009). Ademas, se
ha reportado que la exposicion a BaP reprime la transcripcion de BRCAL en
células de cancer de mama ER+, pero no genera cambios en células ER- (Jeffy
et al., 2002).
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Justificacion

Se ha encontrado una asociacion entre la exposicion a PMzs con el desarrollo
de cancer de mama, sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares
inducidos por las PM que puedan favorecer el desarrollo de esta neoplasia. Los
HAPs representan el 88% de las PM25 y son compuestos lipofilicos, 1o que les
permite unirse a lipoproteinas plasmaticas y almacenarse y concentrarse en el
tejido adiposo, lo que puede inducir dafio y favorecer el desarrollo de cancer en

el tejido mamario.

Los HAPs juegan un papel importante a través de la formacion de aductos
voluminosos en el DNA. Ademas, se sabe que los HAPs pueden regular de
manera negativa la expresion del gen BRCAL, lo que podria alterar la respuesta
de reparacion del DNA y contribuir al desarrollo del cancer. Debido a que existe
el interés de comprender mejor el papel de los factores ambientales en el riesgo
de desarrollo del cancer de mama, el estudio del impacto de las PM2zs en el
desarrollo de cancer de mama sera de gran relevancia, ya que nos permitira

entender el potencial carcinogénico de las PMzs.

Pregunta de investigaciéon

¢ Disminuiran los niveles de expresion de BRCAL a través del AHR en células de

cancer de mama expuestas a PM2.5?
Hipotesis

La exposicion a PMzs disminuira los niveles de expresion del gen BRCAL, a
través del AHR, en células de cancer de mama MCF7.
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Objetivo general

e Evaluar los cambios en los niveles de expresion del gen BRCAL, via AHR
en células de cancer de mama MCF7 expuestas a PM2s.

Objetivos particulares

En células MCF7 expuestas a 10 pg/cm? de PM,s por 24 y 48 horas:

e Evaluar los niveles de la proteina AHR
e Evaluar los niveles del mRNA de BRCA1
e Evaluar los niveles de la proteina de BRCA1

e Analizar la participacion del AHR en la regulacion de BRCA1
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Metodologia

Colecta de PM2s

Se utilizaron PMzs colectadas en una zona residencial de la Ciudad de México
utilizando un muestreador de grandes volimenes con un flujo de 1.13 m3/min
(Sierra Andersen, GA, USA). Las PMzs se colectaron en filtros de nitrocelulosa
de 3.0 um (Sartorius AG, Goettingen, Alemania), tres dias por semana. Los filtros
se mantuvieron en oscuridad a 4°C hasta el momento que se recuperaron las
particulas. Para remover las particulas del filtro se utilizé un cepillé y con una
hoja quirdrgica se recuperaron y se colocaron en viales de vidrio libres de
endotoxina, enseguida los viales con las PM fueron almacenados en oscuridad

a 4°C hasta su uso (Alfaro-Moreno et al., 2009).

Cultivo celular

Las células MCF7 fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA), esta linea celular proviene de un adenocarcinoma
de mama esporadico, y molecularmente estan clasificadas como “Luminal A”,
receptor de estrégeno (ER) y progesterona (PR) positivos (Holliday & Speirs,
2011), ademas, la linea celular cuenta con el gen de BRCA1 wild type, y su

promotor no presenta metilacion (Elstrodt et al., 2006).

Las células fueron cultivadas con medio Eagle modificado por Dulbecco's con
mezcla de nutrientes F12: DMEM/12 (GIBCO, 11330-032) suplementado con
10% v/iv de SFB (GIBCO, 16000-044) (medio suplementado) y fueron
mantenidas en una atmésfera al 5% de CO2 a 37°C, siguiendo las
recomendaciones de la ATCC.

Los experimentos se realizaron con células MCF7 de pases tempranos, las
cuales se sembraron en placas de cultivo de 6 y 12 pozos (Costar, 3516 y 3513).
Después de 24 h, previo a exponer las células a las particulas, las PM2s se
prepararon de la siguiente manera: se pesaron y se esterilizaron por calor
hamedo en autoclave durante 15 minutos a 121°C, 15 psi. Posteriormente, se
suspendieron en medio suplementado (1 mg/mL) y se mezclaron en vortex a baja
velocidad hasta su homogenizacion. Las células fueron expuestas a 10 pg/cm?
de PM2s y a 1uM de BaP (el cual fue utilizado como control positivo de la

activacion del AHR).
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Transfeccion de siRNAs

Para determinar la participacion del AHR en los efectos inducidos por las
particulas, se realiz6 la transfeccion con siRNAs dirigidos al mensajero del gen
AHR. Para ello, se sembraron células MCF7 en placas de cultivo de 6 y 12 pozos,
a una confluencia del 70% con medio completo por 24 horas. Después de las 24
h se realiz6 la transfeccion del siRNA, utilizando el kit Xfect RNA Transfection
Reagent (Clontech, 631450), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
prepararon dos mezclas, la primera consisti6 en la mezcla del siRNA y el
amortiguador de reaccién Xfect, con una concentracion final del sSiRNA de 20 nM;
por otro lado, la segunda mezcla fue el polimero de transfeccion de RNA Xfect y
amortiguador de reaccion Xfect, ambos tubos se mezclaron con un vortex y la
mezcla del polimero de transfeccién se transfirié al tubo con siRNA. La mezcla
nueva se agité con un vortex y se incubd durante 10 minutos para permitir que
los complejos de nanoparticulas se formen. Mientras tanto, se cambio el medio
en cada pozo teniendo un volumen final de 500 o 1000 uL (placa de 12y 6 pozos,
respectivamente). Se adicionaron lentamente 50 0 100 pL (placa de 12y 6 pozos,
respectivamente) de la solucion con los complejos de nanoparticulas al medio
de cultivo, inmediatamente se movid suavemente la placa para mezclar los
complejos. El cultivo fue incubado a 37°C durante 4 horas, posteriormente se
retir6 el medio de cultivo y se procedié a la exposicién a 10pg/cm? de PM2sy a
1uM de BaP (el cual fue utilizado como control positivo de la activacion del AHR).

En paralelo y bajo las condiciones previamente mencionadas, se realizaron
transfecciones con un siRNA que no tiene blanco molecular, denominado siRNA
no target (siRNA CT), estas células fueron expuestas a PMz2s y BaP y para
determinar la participacion de AHR, los analices de los resultados se hicieron
entre siRNA CT versus el sSiRNA de AHR.

Extraccion de proteina
Se sembraron células MCF7 (5x10° células/pozo) en placas de cultivo de 6 pozos
(Costar, 3516), 24 horas posteriores se transfectaron con el siRNA dirigido a

AHR y 4 horas después las células fueron expuestas a PMzs.

Transcurrido el tiempo de incubacion de los tratamientos previamente

mencionados, las células fueron lavadas con PBS vy la lisis celular se realiz6
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utilizando 150 pL de amortiguador de lisis frio (20 mM Tris, 1% NP-40, and 150
mM NaCl, pH 8 con una mezcla de inhibidores de proteasas) en agitacion
durante 10 min a 4°C, y se colectaron las células en microtubos de 1.5 mly se
centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y se
almacend a -20°C hasta su uso. La cuantificacion de proteinas se realiz6 con el
meétodo del acido bicinconinico (Smith et al., 1985), utilizando una curva de
albumina sérica bovina de 1.25-10 pg/ul, las muestras fueron leidas en un lector

de placas a 570 nm (Tecan GENios Plus).

Western blot

Los niveles de las proteinas de AHR y de BRCA1 en células MCF7 expuestas a
PMz2s por 24 y 48 horas, se realiz6 mediante western blot. La electroforesis de
las muestras fue realizada en un gel de poliacrilamida-SDS de gradientes del 6-
10% (para BRCA1) y al 10% (para AHR), con 30 g de proteina por tratamiento,
el corrimiento electroforético se hizo por aproximadamente 90 minutos a 170 V.
Posteriormente, las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0.45 um (Millopore, IPVH00010) utilizando
una camara de transferencia semiseca (Bio-Rad Trans-Blot Turbo) con
amortiguador de transferencia (Tris 2mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH 8.3)
durante 30 min a 25V. Para evitar la union inespecifica del anticuerpo, las
membranas se bloquearon por 1 hora con 5% de BSA, 5% leche descremada en
TBS-Tween-20 al 0.2% para la proteina de AHR, y con leche descremada al 5%
en TBS-Tween-20 al 0.2% para BRCAL. Posteriormente, se incubaron los
anticuerpos anti-AHR (Santa Cruz, sc-5579) dilucion 1:1000, anti-BRCA1l
(Millipore, 07-434) dilucién 1:1000 utilizando amortiguador de bloqueo, durante
toda la noche a 4°C con agitacién suave. Pasado el tiempo de incubacién, se
realizaron lavados de 10 min con TBS-Tween-20 al 0.2% para posteriormente
incubar las membranas con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa (Amersham, NA934V) para AHR y BRCAL1 a una dilucién de 1:3000,
y anticuerpo secundario anti-ratbn conjugado con peroxidasa (Amersham,
NA931V) 1.5000; todos en amortiguador de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion suave. Nuevamente, se hicieron 3 lavados
de 10 minutos. Como control de carga se utilizé la proteina B-actina, por lo que

las membranas se incubaron con el anticuerpo anti-B-actina (anticuerpo
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monoclonal producido y donado por el Dr. Manuel Herndndez, Cinvestav) 1:500
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave. La inmunodeteccion
se realizd6 por quimioluminiscencia con el kit de deteccion del sustrato
quimioluminiscente de la peroxidasa de rdbano (HRP) (Millipore, WBKLS0100).
Las imagenes fueron visualizadas y capturadas con el equipo ChemiDoc-It®TS3
Imager UVP. El andlisis densitométrico de las bandas se realiz6 con el programa

ImageJ.

Extraccion de RNA

Una vez transcurrido el tiempo de exposicion, las células fueron lavadas con PBS
y se extrajo el RNA total utilizando trizol (Ambion, 15596026) de la siguiente
manera: Las células fueron lisadas directamente en la placa afiadiendo 1 mL de
trizol, el lisado se recuperd en un microtubo de 2 mL, para la separacién de la
fase acuosa y de la fase organica se agregaron 200 pL de cloroformo por cada
mL de trizol utilizado, las muestras fueron agitadas e incubadas a temperatura
ambiente por 3 min, pasado el tiempo se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min
a 4°C. La fase acuosa se recuperd en un nuevo microtubo y fue precipitado el
RNA con 500 pL de isopropanol por cada mL de trizol utilizado, durante 10 min
a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugé 15 min a 13,000 rpm a
4°C. El sobrenadante fue decantado y el botén de RNA obtenido fue lavado con
1 mL de etanol al 75% por cada mL de trizol utilizado y se centrifug6 a 7,000 rpm
durante 5 min a 4°C, nuevamente, se retir0 el sobrenadante para posteriormente
secar el botébn de RNA, para disolver el botén en agua libre de RNAsas. Las
muestras de RNA se cuantificaron utilizando NanoDrop (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific), ademas se evalué su pureza con el mismo aparato. De
manera cualitativa, se corroboro la integridad de las muestras de RNA cargando
500 ng de RNA total por pozo en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador
Tris-borato-EDTA (TBE) tefiido con Gel Red. La imagen fue visualizada y

capturada con el equipo ChemiDoc-It®TS3 Imager UVP

Evaluacion de los niveles del mensajero de BRCA mediante gRTPCR

La evaluacion de los niveles del mensajero de BRCAL se realizo por q-RT-PCR,
utilizando el kit FastGene® IC Green One Step Mix (Nippon genetics,
LS4301HR) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se prepard a un volumen
final por reaccion de 20 uL, la combinacion de 5.4 pyL de ddH20, 10 pL de 2X
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FastGene IC Green One Step Mix, 1 pL de 20X FastGene Scriptase, 0.8 uL de
oligo sentido 10 uM, y 0.8 uL de oligo antisentido y 2 puL de templado de RNA

(10ng/uL). Cada muestra se analiz6 por triplicado.

Los oligos para evaluar BRCA1 y GAPDH fueron disefiados con una temperatura
de alineacion de 59 y 60° C, respectivamente. Las secuencias se muestran en la
tabla 2:

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados.

BRCA1 Forward 5’- TGGACCTTGGTGGTTTCTTC-3’
Reverse 5'- CGGGAGGAAAATGGGTAGTT -3’

GAPDH Forward 5-GCAAATTCCATGGCACCGTC-3

Reverse 5-AGCATCGCCCCACTTGATTT-3

Para la realizacion de la PCR cuantitativa, se utilizd el termociclador StepOne
plus (Applied biosystems, 4376600) siguiendo el programa descrito a

continuacion:

e Transcripcion reversa: 1 ciclo de 45°C por 10 minutos.
e Desnaturalizacion inicial: 1 ciclo de 95°C por 2 minutos.
¢ Amplificacién: 40 ciclos con una etapa de 95°C por 5 segundos y una

segunda etapa de 59-60°C por 30 segundos.

La expresion del mMRNA de BRCAL fue calculada por el método comparativo Ct
(2= 22), por lo que se utilizd la amplificacion del gen endégeno GAPDH como

parametro para la normalizacién de los resultados.

Analisis estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + desviacion estandar de tres
experimentos independientes y el andlisis estadistico se realizé por analisis de
varianza de una via seguido por multiples comparaciones por Bonferroni con el
software GraphPad PRISM ® versién 5.01. Un valor de p < 0.05 fue considerado

como significativo.
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Resultados

Las PM2.s aumentaron los niveles de la proteina AHR

Para determinar la activacion de AHR por la exposicion a PMzs se evaluaron los
niveles de proteina de AHR en células de cancer de mama MCF7 expuestas a
10 pg/cm? de PMzs durante 24 y 48 horas, y se utilizé 1 uM de BaP como control

positivo de la activacion del AHR.

A las 24 h, las PMz2s aumentaron 27% los niveles de proteina del AHR (***p <
0.0005 vs siRNA CT) (Figura 4a). Cuando las células fueron pretratadas con el
siRNA contra AHR y expuestas a PMzs, se observo una prevencion del 90% en
los niveles de proteina del AHR (***p < 0.0005 vs siRNA CT + PMzs). En las
células expuestas a BaP durante 24 horas se observé un aumento del 21% en
los niveles de proteina del AHR (**p < 0.005 vs siRNA CT), y se previno el
aumento en un 95% (***p < 0.0005 vs siRNA CT + BaP) cuando las células fueron
transfectadas con siRNA (Figura 4a). En las células expuestas durante 48 horas
a PM2.s se observé un comportamiento similar (Figura 4b), con un incremento del
38% (*p < 0.05 vs siRNA CT) de los niveles de proteina del AHR y en las células
expuestas a BaP por 48 h se observo un incremento del 40% de la proteina del
AHR (**p < 0.005 vs siRNA CT) y cuando las células fueron transfectadas con
siRNA AHR, los niveles de proteina de AHR fueron prevenidos un 90%
(***p<0.0005 vs siRNA CT).
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Figura 4. Las PM2s aumentaron los niveles de proteina del AHR en células MCF?7.

Las células MCF7 transfectadas con 20 nM de siRNA CT o con siRNA dirigido a AHR (siRNA
AHR) fueron expuestas a 10 pg/cm? de PM25s y 1 uM de BaP durante 24 o 48 h, y mediante
western blot se evaluaron los niveles de proteina del AHR por 24 h (a) y 48 horas (b). Los cambios
en los niveles del AHR se realizaron mediante analisis densitométrico, utilizando B-actina como
control de carga. n=3 (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.005).
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Las PM2s disminuyeron los niveles de mRNA y proteina de BRCA1, a través
de AHR

Se evaluaron los niveles de RNA mensajero y proteina de BRCAL en células
MCF7 expuestas a 10 pg/cm? de PMzs por 24 horas y 48 horas (Figura 5). Para
determinar la participacion del AHR en la regulacion del mMRNA y la proteina de
BRCAL, las células fueron pre-tratadas con siRNA AHR para la inhibicion de la

expresion de AHR como se menciona en métodos.

En las células expuestas a PMzs durante 24 horas, los niveles del mRNA de
BRCA1 disminuyeron un 20% con respecto a las células siRNA CT (*p<0.05 vs
siRNA CT); y en las células que fueron pre-tratadas con siRNA de AHR y
expuestas a PM2s se observo una prevencion de la disminucion del mRNA de
BRCA1 inducida por las PMzs (+p<0.05 vs siRNA CT PM:zs). En las células
expuestas a BaP durante 24 horas se observé una disminucién del 27% de la
expresion del mMRNA de BRCAL (**p<0.005 vs siRNA CT), y el siRNA de AHR
previno la inhibicion inducida por BaP (#p<0.05 vs siRNA CT BaP) (Figura 5a).

En células expuestas a PM25 y BaP durante 48 horas, los cambios inducidos
muestran que el MRNA de BRCAL disminuyé en células expuestas tanto a PMzs
como a BaP y el siRNA de AHR previenen esta disminucién, sin embargo, estos

cambios no fueron estadisticamente significativos.

Se evaluaron los niveles de la proteina de BRCAL para determinar si los cambios
en el mMRNA tienen impacto en la proteina; asimismo, las células fueron pre-
tratadas con siRNA AHR con el fin de determinar si los cambios de la proteina
de BRCAL estén relacionados con la actividad del AHR.

En las células expuestas a PM2sy BaP durante 24 horas no se observaron
cambios estadisticamente significativos en los niveles de la proteina de BRCA1
(Figura 4c y e). Interesantemente, en las células expuestas a PM2s durante 48
horas se observé una disminucion del 27% en la proteina de BRCA1 (**p<0.005
vs SIRNA CT) (Figura 5d y f), mientras que en las células pretratadas con siRNA
AHR y expuestas a PMzs se observd una prevencion en la disminucion de la
proteina de BRCAL inducida por las PM2s (*p<0.05 vs siRNA CT PMzs, Figura

5b y d). En las células expuestas a BaP durante 48 horas se observé una
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disminucién del 21% en la proteina BRCAL (+p<0.05 vs siRNA CT, Figura 5d y
f).

Los resultados muestran que, a las 24 horas de exposicion, las PMzs reducen
los niveles de mRNA de BRCAL1, pero el efecto en la disminucién de los niveles
de la proteina de BRCAL se observa hasta las 48 horas de exposicion, y en
ambos casos se observa la participacion de AHR en los efectos inducidos por
las PM2s. Esto sugiere que existe una regulacion transcripcional del gen de
BRCA1 y que posiblemente sea a través del AHR.
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Figura 5. Las PM.s disminuyeron los niveles de mRNA y proteina de BRCA1 a través del
AHR. Las células MCF7 transfectadas con 20 nM de siRNA CT o con siRNA AHR fueron
expuestas a 10 pg/cm? de PM2sy 1 uM de BaP. Se evaluaron los niveles del mRNA de BRCA1
mediante g-RT-PCR en células expuestas durante 24 horas (a) y 48 horas (b) n=3 (*p<0.05 vs
SiRNA CT, **p<0.005 vs siRNA CT, +p<0.05 vs siRNA CT PMzs, #p<0.05 vs siRNA CT BaP). Se
evaluaron los niveles de la proteina BRCA1 mediante western blot en células expuestas durante
24 horas (c) y 48 horas (d). Los cambios en los niveles de BRCAL se calcularon mediante analisis
densitométrico utilizando B-actina como control de carga para 24 horas (e) y 48 horas (f). n=3
(**p<0.005 vs siRNA CT, *p<0.05 vs siRNA CT, +p<0.05 vs siRNA CT PMzs).
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Discusion

La exposicion a PMzs se ha considerado un factor de riesgo en el desarrollo de
cancer de mama, y alteraciones el gen de BRCAL estan relacionadas con el
desarrollo de esta neoplasia. En este trabajo evaluamos si las PM2s regulan la
expresion del gen de BRCAL a través de la via del AHR; y encontramos que las
PMz2s inducen al AHR y disminuyen tanto los niveles del mRNA como de la
proteina de BRCA1, ademas, en células knockdown para AHR (mediante el uso
de siRNA) se previene la disminucion tanto del mMRNA y como de la proteina de
BRCALI. Estos resultados sugieren que existe una regulacion transcripcional del
gen de BRCA1 mediada por el receptor AHR.

En las mujeres, el cAncer de mama es el tipo de cancer mas frecuente y la
principal causa de muerte por cancer (GLOBOCAN, 2020), y se ha demostrado
que las PM2.5 son un factor de riesgo en el desarrollo de esta neoplasia. El cancer
es una enfermedad multifactorial y entre los factores de riesgo para el desarrollo
de cancer de mama se encuentran los intrinsecos de la mujer, los relacionados
con el estilo de vida como la exposicion a contaminantes ambientales, y los
factores genéticos como las mutaciones en el gen de BRCAL. Mutaciones en
este gen son un factor de riesgo para desarrollar cancer de mama en las mujeres
con un 65% de riesgo a desarrollarlo a los 70 afios, y con mayor riesgo de
mortalidad en comparacion del cancer de mama esporadico (Huszno et al.,
2019). Ademas, hasta el 75% de los canceres de mama con BRCA1 mutado son
del tipo invasivo ductal y un 66-100% son del tipo triple negativo, de alto grado
histolégico (grado 1l), y con mal prondstico (Lee et al., 2020). Por otro lado, se
ha reportado la disminucion en la expresion de BRCAL en individuos con cancer
de mama, sin que se establezcan mutaciones en el gen, y en estos pacientes se
encontré que el gen estaba silenciado a través de la metilacion del promotor de
BRCA1 (Niwa et al., 2000; Rice et al., 2000). Como se ha mencionado, existen
factores ambientales asociados al desarrollo esporadico del cancer de mama, y
entre ellos esta la exposicion a contaminantes ambientales como: solventes
(Hansen, 1999), bisfenol A (Shafei et al., 2018), metales como cadmio, antimonio
y cobalto (Kresovich et al., 2019), dioxinas (Warner et al., 2002) e hidrocarburos

aromaticos policiclicos (White et al., 2016).
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Las PMzs son consideradas un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de
mama, y se ha descrito que este potencial podria estar relacionado con el
contenido de HAPs (Hu et al., 2013; Hung, 2012; Tagliabue et al., 2016). Las
PMzs cuentan con hasta un 88% de los HAPs atmosféricos, ademas los HAPs
carcindgenos pueden representar hasta el 47% de las concentraciones totales
de HAPs en el PM2s (Hassanvand et al., 2015). La Ciudad de México presenta
altos niveles de PMzs anualmente, rebasando los limites permisibles por 24
horas (45 pug/m?®) en el 9% de los dias del afio (32 dias), es importante mencionar
que la “NOM-025-SSA1-2014”, establece que el valor limite permisible no debe
rebasarse ni una sola vez en un afio (INECC, 2019; SEDEMA, 2020). Datos
reportados sobre el contenido de HAPs muestran que las PMzs de la Ciudad de
México contienen benzo(ghi)perileno el cual es el mas abundante de los HAPS,
seguido del criseno, benzo[b]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
benzo[K]fluoranteno y BaP (Amador-Mufioz et al., 2011), y se sabe que estos
HAPs son ligandos del AHR, activando la via candnica del receptor (Machala
et al., 2001; Zaragoza-Ojeda et al., 2016). Ademas, el AHR, a través de su via
no canodnica, puede regular de forma negativa y positiva diferentes genes, como
el de BRCA1 (Papoutsis etal., 2012; Romagnolo et al., 2015) por lo que
decidimos en este trabajo evaluar si las PMzs alteran la expresion de BRCAL a
través del AHR.

Los HAPs estan asociados al desarrollo de cancer debido a que algunos de ellos
son promutagenos, por lo que deben de ser metabolizados para tener el
potencial carcinogénico, y esto se da a través de la via canénica de AHR, que
conlleva a la formacion de metabolitos diol epdxidos con propiedades
electrofilicas que propician la formacién de enlaces covalentes con el DNA,
conocidos como aductos de HAPs-DNA o aductos voluminosos (Baird et al.,
2005; Ewa & Danuta, 2017). La generacion de aductos de HAPs-DNA es un
evento iniciador importante en el proceso carcinogénico (Poirier, 2004). Ademas,
la presencia de aductos HAPs-DNA en linfocitos se considera un biomarcador
de exposicion a estos compuestos (Perera & Weinstein, 1982; Taioli et al., 2007),
asi como un indicador de riesgo de cancer de pulmon (Bak et al., 2006; Munnia
et al., 2017), cancer de vejiga (Veglia et al., 2003) y cancer de mama (Agudo
et al., 2017).
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Las PM generan efectos a lo largo del tracto respiratorio y pueden tener
consecuencias significativas tanto a nivel local como sistémico (Molina et al.,
2020). Las PM induce inflamacion sistémica (Badyda et al., 2020; Chciatowski
et al., 2019), esto mediado en parte por la inflamacion inducida por las PM en los
pulmones, que hace que los macrofagos liberen especies reactivas de oxigeno
(ROS), y en parte por metales de transicion en la superficie de las PM capaces
de generar ROS a través de reacciones tipo Fenton (Donaldson et al., 1997; X.
Y. Li et al., 1997). Las PMzs inducen la liberacion de citocinas proinflamatorias
como IL-6, TNF-a, IL-1B, lo que resulta en inflamacion en las vias respiratorias y
a nivel sistémico (R. Li et al., 2015). Se sabe que la inflamacion sistémica influye
en la configuracion del tejido mamario y contribuye de manera importante en la

progresion del cancer de mama (Crusz & Balkwill, 2015).

Las células MCF7 provienen de un adenocarcinoma mamario (Soule et al., 1973)
y pertenecen al tipo molecular Luminal A (ER+ y PR+) (Subik et al., 2010).
Diversos estudios muestran que existe un “crosstalk” entre AHR y ERa en células
de cancer de mama ERa+, y se sugiere que la actividad de AHR en las células
de cancer de mama ER+ difiera de las células ER- (Ohtake et al., 2003; Safe
et al., 2000; Wormke et al., 2000), por ejemplo, en células MCF7 la exposicién a
TCDD aumenta los niveles de mRNA de CYP1Al y CYP1B1, en cambio en
células MDA-MB-231 (ER-) expuestas a TCDD Unicamente aumentan los niveles
de mRNA de CYP1B1 (Dohr et al., 1995). El crosstalk entre AHR y ERa también
se ha observado en células CL1-5 de adenocarcinoma de pulmén, en donde los
niveles expresion de AHR y ERa, los niveles de estrogeno y el contexto del
promotor determinan el desenlace gendémico de la exposicion a TCDD en las
células (Kuo et al., 2013), esto es muy parecido a lo que se observa en las células
de cancer de mama. Es importante sefialar que también existe un crosstalk entre
BRCA1 y ERa, debido a que ERa modula la transcripcion de BRCAL y es
dependiente de la estimulacién estrogénica en las células (Jeffy et al., 2005;
Wang & Di, 2014), ademas se sabe que en células MCF7 el AHR modula el
estado del promotor de BRCAL a través del ERa (Hockings et al., 2006), por esto
consideramos importante utilizar una linea celular ER+ para el desarrollo de este
trabajo, ya que si se utilizara una linea celular ER- o triple negativo no existiria el

crosstalk entre BRCA1 y ERaq, por lo que la expresion de BRCAL no se veria
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modificada tras la exposicion a PM, puesto que la activacion de la via no
candnica de AHR interfiere con la activacion de la transcripcion de BRCA1
dependiente de estradiol (Papoutsis et al., 2010) y por lo tanto, se necesita un

estado ER+ para estudiar los mecanismos de silenciamiento de BRCAL.

La activacion de la via de AHR por PM previamente ha sido reportada en células
MCF7 expuestas a particulas de referencia 1649a (provenientes de TSP
urbanas, con un tamafio de hasta 100 pM), incrementando la expresion de
CYP1B1 (Mahadevan et al., 2005), y se ha reportado la expresion de CYP1A1l
en células MCF7 expuestas a extractos organicos de TSP de zonas urbanas (S.-
T. Chen et al., 2013), también se reportd la expresion de CYP1B1 en células
MCF10A expuestas a extractos organicos de particulas de referencia 1975
(particulas de escape de diesel, DEPs) (Courter et al., 2007). En células A549
expuestas a PMio de la Ciudad de México se reporto que las PMio incrementan
la proteina CYP1B1, asi como su actividad enzimatica, demostrando que la
exposicion a PMio activa la via canonica del AHR (Salcido-Neyoy et al., 2015).
En este trabajo observamos que las PM2s aumentan los niveles de la proteina
de AHR, lo que sugiere una activacion de la via candnica del AHR a través de

los HAPs contenidos en las PM2s.

También determinamos que las PM2.s disminuyen significativamente la expresion
de BRCAL a las 24 horas y de su proteina a las 48 horas, lo que sugiere que la
disminucién en los niveles de la proteina de BRCA1 esta relacionada con la
regulacion de la expresion del mMRNA de BRCAL en tiempos tempranos. Por otro
lado, cuando abatimos el aumento de AHR con siRNA dirigido, tanto la
disminucién de los niveles del mensajero de BRCA1 como de la proteina de
BRCA1 inducidos por las PM2s se previnieron, por lo que estos resultados
sugieren que el receptor AHR podria estar participando en la regulacién negativa
del BRCAL. Previamente se demostré que el BaP y el TCDD, dos ligandos del
AHR, disminuyen tanto el mMRNA como la proteina de BRCA1 (Jeffy et al., 1999;
Papoutsis etal.,, 2010), y en ambos trabajos los autores proponen que la

represion de BRCAL es dependiente del AHR.

En este trabajo se decidio utilizar PMzs para evaluar los cambios en los niveles
de expresién de BRCA1, sin embargo, no se descarta que se puedan encontrar
efectos similares utilizando PMio, debido a que las PM1o también cuentan con
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HAPs y se debe considerar que las PMio contienen a las PM2s: en la Ciudad de
México, desde un 42% hasta 52% de la fraccibn PM1o es PM2s (Vega et al.,
2004). Si bien en este trabajo utilizamos PM25, cabe destacar que previamente
hemos reportado que en células de cancer de mama MCF7 expuestas a PMio
colectadas en una zona residencial de la Ciudad de México durante 2007, se ven
disminuidos los niveles de la proteina BRCAL a las 24 horas de exposicion
(Tesis: Bautista-Ocampo Yanueh A, 2018). Se decidio trabajar con PM2.s debido
a la evidencia epidemiolégica que demuestra la asociacion de las PMzs y HAPs
con el riesgo de desarrollar de cancer de mama (Hu et al., 2013; Hung, 2012;
Parikh & Wei, 2016; Tagliabue et al., 2016; Villeneuve et al., 2018) y que ademas
el PM2s tiene mayor contenido de HAPs a diferencia del PM1o (Hassanvand et al.,
2015), no obstante, evidencia de los ultimos afios retoma la importancia de
estudiar las PM1o y demuestra la asociacion de la exposicién de PMio en el riesgo
de desarrollar cancer de mama (Cheng et al., 2020; Hwang et al., 2020; Zhang
et al., 2019), por lo que consideramos que no se debe descartar la participacion

de PM1o en la regulacién de la expresion de BRCAL.

El promotor del gen de BRCA1 cuenta con tres elementos de respuesta a
xenobidticos (XRE: GCGTG) (Hockings etal.,, 2006), y el heterodimero
AHR/ARNT se une a esta region, lo que favorece el reclutamiento de HDAC1,
DNMT1, 3ay 3b, y estas proteinas reprimen la expresién de BRCAL1 (Papoutsis
et al., 2012). Esta regulacion se denomina regulacion epigenética, debido a que,
a pesar de no contar con mutaciones en el gen, la expresion de BRCAL se ve

alterada.

La represion de BRCA1 ya sea por mecanismos epigenéticos o por mutaciones
puede favorecer el desarrollo de cancer hereditario en mamay ovario (Ramus &
Gayther, 2009), aunque se ha ligado mayormente al cancer de mama (Turner
et al., 2004). BRCA1 es una proteina cuya funcion principal es mantener la
integridad gendmica, y en cancer de mama hereditarios, este gen esta mutado,
importantemente, entre 11 y 31% de los casos de cancer de mama esporadico,
BRCAL se encuentra ausente o disminuida (Niwa et al., 2000) y se sabe gque esto
se da porque su promotor se encuentra metilado, provocando la inhibicion

transcripcional del gen (Catteau et al., 1999; Rice et al., 1998; Rice et al., 2000).
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Debido a que los factores ambientales se han asociado al desarrollo de cancer
de mama, existe el interés de comprender mejor el papel de las PM2s en el
desarrollo de esta neoplasia. De manera importante, los HAPs y las dioxinas son
los componentes de las PMz.s que més se han relacionado con el riesgo para el
desarrollo de cancer de mama (Rodgers et al., 2018) y son capaces de regular
de forma negativa el gen de BRCA1 por medio de la activacién de AHR a través
de su via no canodnica, a través de la metilacién de su promotor, asi como por la
metilacion de histonas y el reclutamiento de diversas proteinas modificadoras de
la cromatina como DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, MBD2 y HDAC1 (Jeffy et al.,
1999; Papoutsis et al., 2010; Romagnolo et al., 2015).

Con base en los resultados obtenidos en esta tesis, en donde observamos que
las PM2s disminuyen tanto los niveles de expresién, como de la proteina de
BRCAL via AHR, es importante continuar profundizando sobre los posibles
eventos inducidos por las PM2s que puedan estar participando en la regulacion
negativa de BRCA1 o de otros genes, lo que permitiria entender potenciales
mecanismos por los cuales las PM puedan estar participando en el desarrollo

esporadico de cancer de mama.

Es importante continuar investigando la participacion de las alteraciones
epigenéticas en el promotor de BRCA1l, como metilacion del DNA vy
modificaciones postraduccionales en histonas, y analizar la participacion del
AHR en la regulacion epigenética del promotor de BRCA1 mediada por la

exposicion a las PMzs,

Al utilizar un modelo in vitro se logré observar el efecto de las PM2s a nivel
molecular, sin embargo se debe considerar la busqueda de estrategias que
permitan extrapolar los resultados en pacientes con cancer de mama: Por un
lado, un modelo in vivo nos permitiria dilucidar si la exposicion a PM2s es un
factor de riesgo importante para el desarrollo de tumores en mama. Y por otro
lado, en pacientes con cancer de mama, estudiando la exposicion a PM2s que
tuvieron durante su historia de vida, asi como analizando muestras del tejido
tumoral en busca de alteraciones en la regulacion de BRCAL, y buscando una
huella molecular asociada a exposicibn ambiental, especificamente de

particulas.
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La evidencia cientifica, principalmente epidemiolégica, que demuestra la
asociacion entre la contaminacion del aire y el desarrollo de cancer de mama va
en aumento, sin embargo, aun no se han descrito los mecanismos moleculares
por los cuales las PM favorecen el desarrollo del cancer de mama, y los més
importante, todavia no se ha demostrado de manera contundente como es que
las PM o sus componentes pueden alcanzar tejido mamario, por lo que aun
guedan muchas areas de conocimiento que se deben de seguir explorando en
esta area. El presente trabajo contribuye en la evidencia para elucidar
mecanismos mediante los cuales las PMzs podrian favorecer el desarrollo
esporadico de cancer de mama, orientado especificamente en la regulacion del
gen supresor tumoral BRCA1, a través de vias no candnicas del AHR. Por lo que
considero importante darle continuidad a esta linea de investigacion, que en un
futuro junto con otras investigaciones permita la implementacién de cambios en
el estilo de vida y de un mejor control en la reduccion de contaminantes
atmosféricos, y en consecuencia se pueda mitigar la incidencia y mortalidad en

pacientes con cancer de mama.
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Conclusiones

Las PMzs disminuyen los niveles del mRNA y proteina de BRCAL. La inhibicion
del mensajero de AHR previene la disminucién de los niveles de BRCAI,
sugiriendo la participacion de AHR de manera negativa en la regulacion de
BRCA1 en células de cancer de mama. Esto se esquematiza en la figura 6.
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Figura 6. Las PM.s disminuyeron los niveles de BRCA1 a través del AHR. Las PM2s
aumentan los niveles de proteina del AHR y sugiere la activacion probable de la via del AHR.
Las PMzs disminuyen la expresion del mRNA de BRCAL en células expuestas por 24 horas y
disminuyen los niveles de proteina de BRCAL1 hasta las 48 horas. Se propone la posible
participacion del AHR debido a que cuando se inhibe su expresion con siRNAs, se previene la
disminucién del mRNA y proteina de BRCAL inducida por las PM2s, por lo que se sugiere que

las PM2s inducen la represion en la expresion de BRCAL a través del AHR.
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Perspectivas

e Evaluar la activacion del AHR a través de la expresion de CYP1Al y
CYP1B1 en células MCF7 expuestas a PMzs.

e Determinar la unién del AHR en el promotor de BRCA1 mediante
inmunoprecipitacion de cromatina, en células MCF7 expuestas a PMzs.

e Evaluar la metilacion del promotor de BRCAL en células MCF7 expuestas
a PMzs.

e Evaluar modificaciones postraduccionales en histonas asociadas al
promotor de BRCAL en células MCF7 expuestas a PMzs.
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