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Terminologia

AC: aberraciones cromosémicas

AcD: actinomicina D

aductos: especies quimicas electrofilicas unidas de manera covalente, ya sea
a bases del DNA o a proteinas

Alelo: una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus

determinado en un cromosoma.

As: arsénico

Cdk: cinasa dependiente de ciclina

CPC: cinética de proliferacién celular

DNA: acido desoxirribonucleico

Dominio de una proteina: parte de la secuencia de aminoacidos de una

proteina con una funcion particular.
Factor de transcripcion nuclear: proteina encargada de regular la transcripcién
de diversos genes.

Heterotetramero: complejo proteico constituido por cuatro subunidades
diferentes (codificadas por genes diferentes).

HMDM2: human murine doble diminute 2

Homotetramero: complejo proteico constituido por cuatro subunidades
idénticas.

ICH: intercambio de cromatidas hermanas

-2: interleucina 2

MN: microntcleos

Mutacion: cualquier cambio en la secuencia de! DNA gendmico.

ng: nanogramo
p53: proteina p53.
pb: par de bases
PHA: fitohemaglutinina

ppb: partes por billén




complejo multiproteico no lisosomal encargado de degradar

Proteosoma:
proteinas que han incorporado previamente moléculas de
ubiquitina.

rpm: revoluciones por minuto

SV40: (simian virus 40): virus simiano 40.

TP53: proteina tumoral p53.

proceso por el que se sintetizan las moléculas de RNA sobre

un molde de DNA.

Transcripcion:

uv: ultravioleta
ug: microgramo
ul: microlitro

uhM: micromolar




RESUMEN

Existen evidencias de que diversos xenobidticos producen dafio al DNA y
modificaciones en la expresién de genes reguladores del ciclo celular, observandose
una variacién en la respuesta de los individuos ante la exposicién a estos agentes
toéxicos. Se ha planteado que en la determinacion de la sensibilidad de los individuos,
pueden estar interactuando genes de reparacién del DNA, asi como algunos oncogenes
y genes supresores de tumor, siendo el gen supresor tumoral p53 uno de los genes con
potencial de ser utilizado como biomarcador.

Dado que los linfocitos humanos son las células mas empleadas en el monitoreo
de individuos expuestos a substancias toxicas, este trabajo ha sido enfocado a buscar
indicadores tempranos de exposicidon y susceptibilidad a agentes téxicos. Para llevar a
cabo este estudio se evaludé la expresion de la proteina p53 en los linfocitos de
individuos que viven en la zona endémica con hidroarsenicismo (presencia de arsénico
en el agua) y se compard con una poblacion de individuos sanos residentes de la
ciudad de México.

De 19 individuos de la zona endémica para arsénico, 10 muestras
sobreexpresaron p53 en los linfocitos circulantes; 12 de estos individuos presentaban
cancer de piel, tipo no melanoma, de los cuales 9 expresaron p53, mientras que sélo en
uno de los 7 pacientes que no presentaban cancer de piel se detecté p53. El analisis de
p53 en linfocitos circulantes en un grupo de 44 individuos sanos indicé que solo un
individuo expresd la proteina p53. Estos resultados muestran una relacién entre la
presencia de la proteina p53 en los linfocitos circulantes y el cancer de piel de tipo no
melanoma, en los individuos que residen en la zona con hidroarsenicismo. Asimismo,
se encontrd que la exposicion crénica a arsénico altera el patrén de expresion de p53.

Por lo anterior se propone que la proteina p53 podria utilizarse como un
biomarcador de susceptibilidad o de efectos adversos a la salud, ante una exposicién

toxica.




INTRODUCCION

INDICADORES BIOLOGICOS O BIOMARCADORES

CONCEPTOS Y DEFINICIONES

Se ha descrito que al ocurrir una exposicién téoxica (este indicio puede
encontrarse a nivel molecular o celular), o de efectos adversos en la salud, o bien un
indicador de susceptibilidad, por lo tanto, representan cambios en el organismo o en la
célula que pueden ser medidos en los sistemas biolégicos (Wogan et al, 1992; Mortimer
et al, 1995). Es (til definir tres categorias de marcadores biolégicos: de exposicion a
agentes quimicos o fisicos, de efectos de la exposicion y de susceptibilidad (Figura 1).

Un marcador biolégico de exposicién seiala la presencia de una sustancia
exdgena © sus metabolitos, o el producto de una interaccidon entre un xenobidtico y
alguna molécula blanco o célula, que puede ser medida en los fluidos o tejidos en el

organismo (Mortimer et al, 1995).

Un marcador biolégico de efecto es un indicador de una alteracién biogquimica,
fisiolégica o genética, resultado de la exposicién a un xenobidtico y que dependiendo de
su magnitud es reconocida como un dafic o como una enfermedad potencial o ya
establecida (Mortimer et al, 1995). Se plantea que si se logra identificar la alteracion
cuando su magnitud es aun menor, estos marcadores sirven como sefiales de
advertencia e indicadores tempranos de enfermedad.

Un marcador biolégico de susceptibilidad es un indicador de una limitacion
adquirida o inherente de un organismo para responder a la exposicion de una sustancia
toxica (Mortimer et al, 1995). Se propone a los biomarcadores de susceptibilidad como
indicadores del incremento (o decremento) del riesgo en cualquier etapa de la
progresion hacia la enfermedad. Son modificados por factores genéticos, inmunoldgicos
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o por otras caracteristicas fisiopatoldgicas del huésped que reflejan una susceptibilidad

para la ocurrencia.

RELACION ENTRE BIOMARCADORES
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SUSCEPTIBILIDAD
Figura 1. Relacién entre biomarcadores de susceptibilidad, exposicién y efecto.

Adaptada de Mortimer (1995).

MARCADORES DE EXPOSICION.

Se basan en mediciones farmacocinéticas, por lo que estan influenciados por
factores que afectan la absorcion y distribucion de un agente quimico y sus metabolitos.
Son marcadores biolégicos de exposicion, la unién especifica a moléculas bioldgicas
como en el caso de los aductos de DNA, los aductos de hemoglobina, y otras proteinas
alteradas, que directamente sehalan la presencia de la sustancia xenobidtica y su
interaccion con una molécula critica (Perera et al, 1992; Wogan et al, 1992).

En esta clase de marcadores, se considera que l|la cantidad de material
xenobidtico al que se somete un organismo, constituye un indicador o un marcador del
nivel de exposicion externa, mientras que la cantidad absorbida del xenobidtico en el
organismo es un marcador de dosis interna y la cantidad que interactia con el tejido
blanco, es marcador de dosis biologicamente efectiva (Mortimer et al, 1995).




La absorcion es una fase importante para estimar la interaccién de una sustancia
téxica ambiental con el organismo, por lo cual se consideran algunos factores que
modifican la absorcién de un agente téxico, tales como la concentracion, la duracién de
la exposicién y la naturaleza fisicoquimica del téxico; otros factores que afectan
significativamente la absorcidon o distribucién det agente quimico y sus metabolitos son
las diferencias entre especies, las variaciones individuales en cuanto a sexo, edad y el
estado de salud; ademas la dieta o el estado hormonal modifican la dosis absorbida, ya
que alteran la motilidad intestinal, lo cual influye en la absorcién (Mortimer et al, 1995)

(Tabla 1).
Tabla 1. Ejemplo de biomarcadores de dosis interna y de dosis biolégi wente efectiva
BIOMARCADOR EJEMPLOS

Medicion directa de 5 © sus bolitos en cél

tejid, id bioldégi {(por ejemplo, sangre, orina, heces, leche

materna, liquido amnidético, sudor, pelo, ufias, saliva)
Aire exhalado: agentes quimicos organicos volatiles.

MARCADOR Sangre: ireno, pl dmio, arsénico.
DE Metabolitos en orina: 1 ina, ber arsénico.
DOSIS INTERNA Mutigenos en orina: drogas quimioterapéuticas
Muestras de pelo: arsénico
Carboxihemoglobina: mondxido de carbono
Metahemoglobina: nitratos organicos
Aductos de DNA
DNA celular: benzol[a)pirenoc en trabajadores mineros;
Cisplatino en ientes con quimi apia
MARCADOR Orina: aflatoxina-N-guanina de individuos que consumen
DE 1, § B1;b idadas por radiacién y otras
DOSIS BIOLOGICA formas de estrés oxidante
EFECTIVA Aductos de proteinas
H ina: Sxido de etil i ati
i pecit de tab i

Albumina: aflatoxina B1




MARCADORES DE EFECTO.

Se considera que un marcador de efecto biolégico temprano, representa un
evento que puede correlacionarse con el dafio a la salud y tiene una posibilidad
predictiva; mientras que un marcador de alteracién estructural y/o funcional representa
cambios bioldgicos mas estrechamente relacionados con el desarrollo de la
enfermedad. También la enfermedad clinica y el significado del prondstico se
representan por los biomarcadores (Mortimer et al, 1995).

La interaccién directa del agente toxico o su metabolito con la célula blanco es
capaz de ocasionar dafo biolégico antes de que aparezca la enfermedad, estos
cambios o alteraciones bioldgicas se identifican a través de los marcadores de efectos
tempranos, ya sea a nivel genético, bioquimico o fisioldgico (Mortimer et al, 1995).

t os marcadores de efectos tempranos que caracterizan el daifo genético, tienen
relevancia particular dentro de la epidemiologia, ya que permiten establecer el riesgo
potencial de una exposicion. Incluyen, aberraciones cromosdémicas (AC), intercambios
de croméatidas hermanas (ICH), microntcleos (MN), mutaciones genéticas a nivel de los
loct HPRT, HLA, glicoforina A, Hemoglobina A, asi como la medicién de la reparacién
no programada de DNA, fragmentos polimdrficos de restriccion o RFLPs (del las siglas
en inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) una de las formas mas comunes
es el empleo de enzimas de restriccion, que reconocen y cortan en sitios especificos al
DNA, produciendo fragmentos de longitud variable (Carrano et al, 1988; Wogan et al,
1992; Ashby et al, 1998) (Tabla 2).

Se han identificado algunos cambios genéticos especificos como eventos
moleculares criticos en la iniciacién y desarrollo de muchos tipos de cancer (Muir et al,
1990; Wogan et al, 1992; Eccles et al, 1995); los biomarcadores mas importantes en
estos eventos son la activacion de oncogenes, especialmente de la familia ras, y la
inactivaciéon de genes supresores de tumores (por ejemplo, TP53) por mutaciones
puntuales y/o deleciones cromosdmicas (Semenza et at,1997; Wogan GN, et al, 2000).
Sin embargo, se plantea que este tipo de marcadores de dafio genético pueden ser
Utiles para detectar las respuestas biolégicas tempranas durante las etapas iniciales de
los procesos de carcinogenesis (Tabla 2).

La cinética de proliferacion celular (CPC) en cultivos de linfocitos se ha propuesto
como un marcador de citotoxicidad, que puede emplearse como un indicador temprano
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de dafo celular y cuya sensibilidad ha sido demostrada in vivo e in vitro en la
exposicién al As (Ostrosky-Wegman et al, 1991; Gonsebatt et al, 1992, Ostrosky-
Wegman y Gonsebatt 1996) (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplo de biomarcadores de efecto biolégico ano.

BIOMARCADOR EJEMPLOS

Mutaciones que se observan in vivo después de exposiciones a

compuestos genotoxicos.
Locus HPAT en linfocitos
Locus HLA-A en linfocitos
MARCADOR Locus Glicoforina en eritrocitos
DE Mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores en canceres

EFECTO BIOLOGICO con sospecha de una etiologia ambiental.

TEMPRANO Mutaciones en ras
Mutaciones en pS3

Citogenética tradicional.
Aberraciones cromosémicas
Intercambio de cromatidas hermanas
Micronucleos

MARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD

Algunos marcadores biolégicos pueden indicar diferencias individuales o
poblacionales, por ejemplo, las variaciones en los niveles de inmunoglobulinas, en la
absorcion o en el metabolismo, ya sea determinada genéticamente o inducida por
factores ambientales. La susceptibilidad individual puede ser modificada por el estado
de nutricidn del individuo, el papel del sitio blanco en la funcién del organismo y la
condicién del tejido blanco {por ejemplo la presencia de enfermedad actual o anterior)
(Doull et al, 1980).

En la ultima década se ha incrementado la atencién hacia las diferencias
individuales en la capacidad de metabolizar xenobiéticos como un factor clave en la
predisposicion o susceptibilidad del riesgo de cancer. Los marcadores que tienen
interés particular en esta area son los polimorfismos metabdlicos de origen genético y
ambiental (Harris et al, 1989) como son la medicion de la actividad de varias enzimas
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de la familia de los citocromos p450 y de enzimas como glutatién-transferasas, acetil-
transferasas.;sp!fo-trénsferasas. glucoronil-transferasas y peroxidasas (Wogan et al,
1992). La;tc‘a‘bwa'cidad para metabolizar debrisoquinona (locus CYP2D6) y la activacién
transcripéibhal_ pbr 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (locus CYPA1AT) son genes
propuestos como indicadores de susceptibilidad a desarrollar cancer (Hirvoven et al,
1993).

En la ultima década se ha reportado la existencia de genes que confieren
sensibilidad a agentes fisicos como la radiacién (Artuso et al, 1995; Yang y Lippman,
1999), sustentada en los estudios hechos a pacientes que tienen mutaciones en ellos y
que por lo tanto tienen un mayor riesgo de padecer cancer. Entre estos genes los
estudiados son BRCA7T y BRCA2, ATM y P53, que estan implicados en la reparacién
del dafo al DNA (Artuso et al, 1995; Khanna et al, 1998; Yang y Lippman, 1999) (Tabla
3).

Tabla 3. Ejemplo de biomarcadores de st ptibilidad.
BIOMARCADOR DE
SUSCEPTIBILIDAD EJEMPLOS
Citocromos P450
Factores que modifican: Glutation transferasa
Absorcidn Acetil-transferasa
Metabolismo Sulfotransferasa
Desintoxicacion Glucoroniltransferasa

Peroxidasa

Factores que intervienen en la Genes de reparacion y genes supresores de
reparacion y regulacién tumores (BRCA 1y 2, ATMy TP53)




EL CICLO CELULAR

El ciclo celular en mamiferos esta dividido en cuatro fases: la fase M en la cual
se llevan a cabo dos de los procesos mas espectaculares de la célula, la mitosis o
division del nucleo y la citocinesis es decir la escisién de la célula en dos. El periodo
comprendido entre la fase M y la siguiente se denomina interfase durante la cual la
célula no se divide, sin embargo, su actividad intracelular es constante, ésta comprende
las otras tres fases del ciclo celular: la fase Gy (de gap = intervalo) es el tiempo que
transcurre entre la terminacion de la fase M y el inicio de la siguiente, al final de esta
fase existe un punto llamado punto R (restriccion) donde la célula decide si debe o no
cerrar. el ciclo e iniciar la fase S en la cual ocurre la sintesis (de ahi su nombre) del
matenal nuclear o DNA, después continua un nuevo intervalo, la fase Gz que es el
penodo entre el final de la fase S y el inicio de la fase M. Existe ademas un estado de
"latencna o Gg en el que las células no se encuentran en proliferacién y el metabolismo
se encuentra disminuido (Cerutti y Simanis, 2000) (Figura 2).

REGULACION Y PUNTOS DE RESTRICCION DEL CICLO CELULAR.

El control del ciclo celular es responsable-de revisar que una fase del ciclo haya
terminado antes de que la siguiente sea iniciada, este proceso se realiza mediante la
detencién molecular. Cuando las condiciones no son favorables las células se detienen
en un punto critico llamado punto de restriccion (R) o de no retorno. Los puntos de
monitoreo proporcionan una manera de controlar diversas situaciones en la célula y
evitar la actividad prematura que danaria a la célula si pasara mas alla de dicho punto
(Evan y Voudsen 2001).

A finales de los 80Q's, el investigador Lee Hartwell descubrid la existencia de estos
mecanismos de vigilancia en cada division celular a los que llamé “checkpoint™ (puntos
de revisién). Hanwell, utilizé como modelos de experimentacion a oocitos de sapo
Xenopus y a oocitos de erizos de mar y propuso que estos puntos de control, permiten
reconocer errores durante la divisidon celular y proceder a su correccion (Hartwell y
Weinert, 1989). Los puntos de monitoreo son regulados por sefiales procedentes de




otras células, como factores de crecimiento y otras sefiales extracelulares las cuales

pueden estimular o inhibir la proliferacion celular.

PROTEINAS IMPLICADAS EN LA REGULACION DEL CICLO CELULAR
Proteinas cir y fosfat La fosforilacion o desfosforilacion es una via muy

utilizada por las células para modificar la actividad de una proteina. Las reacciones de
fosforilaciéon que controlan el ciclo celular se llevan a cabo por una serie de proteinas
cinasas que son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato del ATP a la
proteina que se va a modular. Los efectos de la fosforilacion se pueden eliminar
rapidamente quitando al grupo fosfato (desfosforilacion), esta reaccion se lleva a cabo
por otro grupo de protelinas denominadas fosfatasas. El ciclo celular es regulado a
través de la fosforilacidn de proteinas claves que inician o modulan los procesos del
ciclo celular (Bartek y Lukas, 2001).

Proteinas cinasas dependientes de ciclinas (Cdk). Las proteinas cinasas se
encuentran durante todo el ciclo celular y solo se activan en el momento apropiado
después del cual se vuelven a desactivar, esto es posible a través de un segundo
conjunto de proteinas denominadas ciclinas (proteinas que varian a lo largo de todo el
ciclo). Las ciclinas son enzimaticamente activas hasta que se unen a las cinasas, de
esta forma ejercen su funcion de regular el ciclo celular y se les conoce como proteinas
cinasas dependientes de ciclinas o Cdk (por las siglas en inglés)(Sielecki et al 2000).
Ciclinas. La regulacién de la aparicion de las ciclinas esta en coordinacién con los
procesos del ciclo celular, asi la sintesis del componente ciclina del MPF (factor
promotor de la fase M) se inicia inmediatamente después de la division celular y
contintia durante la interfase. La ciclina B se acumula gradualmente y facilita el
comienzo de la mitosis, la subita degradacién de la ciclina B durante la mitosis indica ila
terminacion de esta fase. La oscilacidn entre la aparicion y la pronta desaparicién se
logra por un sistema proteolitico dependiente de la ubiquitina, la cual se une
covalentemente a las ciclinas marcandolas para su degradacion en el aparato
proteosomal (Johnson y Waller, 1999).

Existen muchos tipos de ciclinas y en las células de los mamiferos se han
descubierto cerca de 10 tipos. La concentracion de cada ciclina tiene su pico en una
fase diferente del ciclo celular y se han clasificado en ciclinas de la fase G1, de la fase
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8 y mitdticas. La ciclina D se encuentra al principio de la fase G,. La ciclina E en la
transicion G+/S, conforme suben los niveles de ciclinas D y E se unen a las cinasas
dependiente de ciclina y estos complejos son activados, asi las cinasas activadas
quitan grubos fosfato de las moléculas de ATP y los transfieren a la proteina Rb que
cuando no esta fosforilada detiene el ciclo celular, pero al fosforilarse libera factores de
transcripcidn que quedan libres para actuar sobre los genes y producir las proteinas
requeridas y asi poder continuar con el ciclo celular. La ciclina A comienza a elevarse
durante la fase S y la ciclina B durante la transicion G2/M (Morgan et al, 1997; Johnson

y Waller, 1999).

Proteinas inhibidoras de Cdk (ICDK). En los puntos de control actuan las proteinas
inhibidoras de las Cdk, estas proteinas bloquean el ensamblaje o la actividad de uno o
varios complejos ciclina-Cdk. Un punto de control que ha sido estudiado, es el que
detiene el ciclo celular en G y con ello se asegurarse de no replicar el DNA dafado. El
dafo al DNA causa un incremento tanto en la concentracion como en la actividad de la
proteina p53, que al ser activada estimula la transcripcién de un gen que codifica una
proteina inhibidora de Cdk llamada p21 (WAF1/CIP1), asi aumenta la concentracion de
la proteina p21 la cual se une a los complejos ciclina-Cdk de la fase S bloqueando su
accion (ver capitulo siguiente) (Sieleki et al, 2000; Hardcastle et al, 2002).

Proteinas de genes activadores y supresores.

Existe una clase especial de genes involucrados en la regulacién de! ciclo
celular: genes activadores de la proliferacion, los cuales codifican proteinas que
normalmente estimulan la division celular y los genes de antiproliferacion, los cuales
codifican para proteinas que frenan o detienen el ciclo celular (genes supresores).

Una mutacién de un gen de proliferacion hace que la proteina producida se
sobreexprese dando como resultado una proliferacion celular excesiva, entonces el gen
mutante se denomina oncogen mientras que el gen en su forma normal se conoce
como proto-oncogen. Por el contrario, una mutacién que inactiva un gen de
antiproliferacion libera a la célula de los impedimentos normales para la proliferacion
excesiva, por ella estos genes en su forma normal se les conoce como genes

supresores de tumores (Bale et al, 2002).
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Figura 2 Diagrama del ciclo celular. Se muestran las cuatro fases de ciclo: G,, S, G, ¥y M.
La progresién de una fase a otra esta regulada por la interaccién de los complejos ciclinas-
Cdk; las ciclinas D estan implicadas en G,, las ciclinas E en la transicién de G, a S, las

ciclinas A con la fase S y en el paso de G, a M. finaimente las ciclinas B estan involucradas
en la transicién de G, a M. Se indican los puntos de control del ciclo (Tomado y modificado

de Cerutti y Simanis, 2000).




P53, UN REGULADOR DE LA MAQUINARIA CELULAR.

Los puntos de vigilancia en células de mamifero estan conformados a diferentes
niveles por un gran numero de proteinas reguladoras; uno de los elementos mas
importantes en el control de la regulacién del ciclo celular es la proteina supresora de
tumores pS53.

De hecho, numerosos estudios publicados desde hace mas de una década
muestran la importancia del producto proteico del gen TP53 en diversos procesos
celulares. Entre ellos se encuentran la detencién del ciclo celular en puntos especificos,
la activacion de genes de reparacion del DNA, la induccion de la muerte celular
programada (apoptosis), la diferenciacion celular, et mantenimiento de la integridad del
genoma Yy la inhibicion de la angiogénesis (formacion de vasos sanguineos) (Levine et
al, 1997; Bale et al, 2002).

ESTRUCTURA DEL GEN TP53 Y LA PROTEINA p53.

En humanos el gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17,
especificamente en la regién p13. El gen comprende cerca de 20 kb de DNA y se
compone de 11 exones, de los cuales el primero no participa en la secuencia
codificante de la proteina (Oren et al, 1985; Reisman y Loging, 1998). Durante la
evolucién este gen ha sido conservado, en particular en 5 regiones (dominios del | al V)
(Soussi et al, 1990), las cuales son esenciales para las funciones de p53 (Soussi y May,
1996).

El gen TP53 humano codifica para una proteina de 393 aminoacidos. La proteina
se ha dividido funcionalmente y estructuralmente en tres diferentes regiones funcionales
(Wang et al,1994) (Figura 3). En el extremo amino terminal (aminoacidos 1 al 99) esta
contenido el dominio de activacion de la transcripcion, el cual interactia con la
maquinaria basal de transcripcion (Wang et al,1994). Esta funcion esta regulada
negativamente por la proteina E1B del adenovirus y la proteina hMDM; (Stewart y
Pietenpol, 2001). El extremmo amino terminal contiene una region rica en prolinas
(aminoacidos 64 al 92) y es necesario para que p53 realice su funcion como supresor
de crecimiento (Walker y Levine, 1996); también se ha propuesto que interviene en la
especificidad de los genes que van a ser activados transcripcionalmente por pS3 (Venot
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et al, 1998). El extremo amino terminal de la proteina p53 presenta numerosos residuos
de serinas y treoninas; aminoacidos que son fosforilados como parte de la regulaciéon
de la funcionalidad de p53 (Meek et al, 1999).

Dominio de unién
Secuencia especifica —
al DNA oligomerizaciéon
— —?-‘l
2“ﬁ 248 92

Regién rica
en prolinas

Transactivacion

LN

Figura 3. Dominios funcionales de la proteina p53. Se muestran los principales dominios y
modificaciones en la proteina. P = fosforilacion; Ac = acetilacién; Ub = ubiquitinacién S =
sumolizacion . En niameros romanos se indican las regiones conservadas, con las flechas se
indican los principales puntos calientes o hot spots de las mutaciones. SLN = seial de
localizacion nuclear; SEN = sehal de exportaciéon nuclear. Tomada y moditicada de Ryan (2001).

El dominio de union especifica al DNA ocupa casi 1/2 de la proteina y se
encuentra ubicado entre los residuos 100 y 293 (Bargonetti et al,1993). La importancia
de esta regidn esta dada por el hecho de que mas del 90% de las mutaciones que
inhabilitan la funcion de p53, se encuentran dentro de este dominio (Nigro et al,1989;
Kern et al,1991).

El extremo carboxilo (aminodcidos 294-393) presenta un dominio subdividido
funcionalmente: en un dominio de localizacidon nuciear (residuos 315-386), un dominio
de oligomerizacion (residuos 337-355) y uno de exportacioén nuclear (residuos 340-351).
Los dominios de localizacion y exportacién nuclear regulan la localizacion celular de
p53 entre el nucleo y el citoplasma (Shaulsky et al, 1991). E! dominio de
oligomerizacion juega un papel muy importante en la activaciéon biolégica de pS5S3 y
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modificaciones covalentes como fosforilaciones y acetilaciones sobre esta regién
permiten que pS5S3 pase de una conformacion inactiva a una conformacion activa
formando. homodimeros u homotetrameros y pueda funcionar como factor de
transcripcion (Waterman et al, 1995; Sturzbecher et al, 1992). Finalmente la
tetramerizacion de p53 enmascara la sefal de exportacién nuclear, lo que se traduce a
que p53 sea retenido en el nlcleo y previene que sea exportado hacia el citoplasma
donde es degradado (Stommel et al,1999). Recientemente se ha encontrado que el
extremo carboxilo terminal es necesario para el detencién de la fase G2 (Nakamura et

al, 2002).

ACTIVACION DE p53 POR EL DANO

Los reportes indican que p53 participa “per se” en el proceso y reconocimiento
del daifio al DNA de manera especifica y no especifica. Se ha propuesto que la
interaccion no especifica se presenta cuando la proteina p53 reconoce el dafio al DNA
(El-Deiry et al, 1998), dado que presenta actividad exonucieasa 3’ -—p5’, la capacidad
de unirse a moléculas de cadena sencilla de DNA, y a bases del DNA no apareadas
(Reed et al, 1995) En cuanto a la interaccion especifica, la proteina p53 trabaja como
factor de transcnpmon al unirse con el DNA a través de secuencias especificas del
dominio de umén a 'DNA, estas secuencias son conocidas como sitios consenso para la
union de p5 estén compuestas por dos copias de 10 pb con la secuencia 5'-
PuF’uC(A/T)(T/A)GPyPyPy—S' separadas por 0-13 pb; dicha secuencia esta degenerada
en 8 de I <1Q bases. lo cual pudiera influir en la actividad selectiva de los genes
activados ’tran‘sc’ript':idnalrnente por p53 después de diferentes estimulos (El-Diery, et al,
1992; Chumakov et al, 2000).

En célUlas normales y bajo condiciones sin estrés, el gen TP53 continuamente se
esta transcribiendo y traduciendo, sin embargo el producto proteico esta sujeto a una
rapida degradacién via ubiquitinacion por proteosomas (Chowdary et al, 1994; Maki et
al, 1996), razdn por la cual los niveles de p53 en las células de la mayoria de los tejidos
son muy bajos o casi al limite de la deteccion. La activacion de pS3 en respuesta a
varios tipos de estrés y daho se establece principalmente a través de modificaciones

post-traduccionales lo que permite disminuir su degradacion y cambiar su conformacion

para incrementar su actividad funcional.




GENES ACTIVADOS POR p53

La principal funcion de p53 es su accién como factor de transcripcién (Raycroft et
al, 1990; Kern et al, 1991). Desde su descubrimiento como factor de transcripcién
numerosos genes y vias de sefalizacién han sido descritos. Se ha propuesto que
dentro del genoma humano habria entre 200 y 300 sitios consenso potenciales para
p53 (Tokino et al, 1994). Con el avance tecnoldgico y la aparicién de los microarregilos
de DNA, la cascada transcripcional regulada por TP53 ha sido estudiada mas a fondo.
Zhao y cols. (2000) utilizando lineas celulares de cancer de colon humano EB-1, que
portan una versién silvestre del gene TF53 bajo el control de un promotor inducible,
observaron que de 6000 genes estudiados 107 fueron inducidos mientras que 54 fueron
reprimidos en su expresion. Ademas de genes involucrados en la regulacién de los
procesos de apoptosis, ciclo celular e inhibicion de la angiogénesis, se encontraron
genes relacionados con aspectos de la funcion celular; como son genes que participan
en funciones de citoesqueleto, factores de crecimiento y sus inhibidores, genes de
matriz extracelular y de adhesion y genes de reparacion del DNA y seializacidn.

APOPTOSIS INDUCIDA POR LA PROTEINA p53

Cuando se produce un dafo en el genoma, se activa el gen p53 (que
normalmente esta inactivado). La proteina p53 puede actuar deteniendo el ciclo celular,
para permitir la reparacion del dafo, o induciendo la entrada en apoptosis, seguin las

“circunstancias” celulares (Ryan et al, 2001).

El nombre de apoptosis fue propuesto por Kerr y Searle (1972), utilizando un
concepto griego de Apo (apo), desde, y Ptosis ( ptosis), caida o prolapso de un érgano
o parte de €l. La apoptosis o muerte celular programada, esta referida a una forma
especifica de muerte celular, proceso que ocurre en los tejidos en condiciones
fisioldgicas normales durante el cual las células dafhadas se eliminan. Diversos
procesos son regulados por la apoptosis, tales como: la morfogénesis en el embrién de
mamifero, la eliminaciéon de células inmunolégicamente reactivas contra el mismo
organismo, la eliminacidn de células infectadas en un proceso de enfermedad o
genéticamente dafadas, la regresién de la glandula mamaria tras el destete, la atresia
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folicular ovdrica durante la menopausia y la pérdida celular por envejecimiento. Esto
muestra léf(‘nportancia de la apoptosis para un organismo, ademas de ser un proceso
evolutivarhéhte conservado (Roseto y Brenner 1999).

En .el proceso de la apoptosis la célula se autodestruye sin dahar a células
circunvecirnés; la célula se encoge, el citoplasma se vuelve denso, los organelos se
encuenirVa‘nﬁ_ mas apretados, la cromatina se agrega periféricamente debajo de la
membrana nuclear en una masa densa de diferente forma y tamafio, el citoesqueleto se
colapsa, la envoltura nuclear se rompe y el DNA nuclear se fragmenta, formandose los
ftamados cuerpos apoptdticos. Los cuerpos apoptoticos estan compuestos por
citoplasma y organelos empacados, lo mas importante es que la superficie celular se
altera presentando propiedades que hacen que el organismo ya no la reconozca y sea
fagocitada inmediatamente por los macrofagos (Gerschenson y Rotello 1992).

Actualmente se admite que existen una serie de elementos que pueden ser
comunes en la muerte celular apoptdtica. Estos elementos se suelen dividir en tres

grandes grupos: inductores, reguladores y efectores.

- Los inductores constituyen toda la serie de sefiales que inducen a la célula a
entrar en el proceso de apoptosis. Estas sefiales pueden ser externas a la
célula o producidas por la misma célula. Algunos inductores actdan uniéndose
a'r‘ecieptores de membrana (como la familia de receptores del factor de
n:écrrosis tumoral, TNF-a o Fas). Otros, como las hormonas esteroides, se
yqehﬁa receptores citosdlicos. La unidon de ligando y receptor puede activar
'drirrvecta o indirectamente alguno de los efectores de la apoptosis. La proteina
psé, es otro inductor de la apoptosis cuando hay dafio en el DNA. E! i6n
calcio desempefa importantes papeles como sefalizador intracelular, de
manera que su concentracion esta muy regulada. Un incremento del calcio
citosélico, proveniente del medio extracelular o de depodsitos intracelulares,
puede conducir a la muerte celular por activacién de diferentes enzimas (por
ejemplo, endonucleasas dependientes de Ca®* y Mg?®, proteasas o
transglutaminasas). También la presencia de radicales libres oxidantes
(también denominados especies reactivas de oxigeno), puede actuar como
inductor de apoptosis (Nagata y Goldstein, 1995).




Dentro de los reguladores de la apoptosis, los genes de la familia de Bcl-2
son los que estan mejor estudiados. Bcl-2 es el prototipo de una gran familia
de genes que codifica para una serie de proteinas que pueden inhibir (como
las protefnas mitocondriales Bcl-2, Bcel-xL) o promover (Bax, Bak) la
apoptosis. La proporcion en que se expresen unas proteinas con respecto a
las otras puede determinar que la célula sufra apoptosis o no (Chao y

Korsmeyer, 1998)

Los efectores de la apoptosis son los responsables, en tltima instancia, de los
cambios estructurales que se observan en las células y que llevan a la muerte
celular. Estos cambios son bastante parecidos en los distintos tipos de
células, lo que sugiere que los mecanismos de muerte estan bien
conservados. Los efectores son fundamentalmente enzimas que, una vez
activadas, inician el programa de destruccion irremediablemente. Entre ellos
tenemos las endonucleasas y las proteasas. Se cree que la activacion de
endonucleasas dependientes de calcio y magnesio es la responsable de la
fragmentacion del DNA y de los cambios que ocurren en el nucleo de la
célula. Las proteasas apoptdéticas son especificas de sustrato (no son
enzimas lisosomicas) y se caracterizan por presentar en su centro activo los
aminodcidos cisteina y serina. Entre las proteasas mas estudiadas se
encuentran las denominadas caspasas, una familia de enzimas que tienen en
comun la presencia de cisteina en su centro activo y que efectuan el corte en
el aminoacido aspartato (Cisteinil-ASPartato especifico-proteASAS). Las
caspasas son, probablemente, las moléculas efectoras mas importantes de la
apoptosis. Son sintetizadas como precursores inactivos que son activados por
escision autocatalitica o por otras proteasas. En muchas ocasiones, la
activacion de un tipo de caspasa produce la activacion de otras, produciendo
una “cascada" de caspasas que amplifica enormemente la sefnal. Algunas de
las células blanco de las caspasas activadas incluyen la poli-ADP-ribosa-
polimerasa (PARP), implicada en la reparacion del DNA, las laminas
nucleares y otras proteinas del citoesqueleto de la célula. La accion
proteolitica de las caspasas sobre estas moléculas provoca su inactivaciéon o
destruccién (Nicholson y Thornberry, 1997).
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Figura 4. C ion y i i6n de p53. La proteina p53 es estabilizada y
activada después de la exposncnén de diferentes tipos de estrés incluido el dafo al DNA. La activacién
de p53 permite que la proteina actie como factor de transcripcién de diferentes genes, lo cual
dependera del tipo de estrés inducido, las modificaciones a las cuales esté sujeta la proteina
(fosforilaciones, acetilaciones) asi como del tipo celular. El signiticado biolégico de esta cascada sera
la detencién de la proliferacién celular, la induccién de la muerte celular o bien un efecto anti-
angiogénico. Tomado y modificado de Stewart y Pietenpol (2001).

En la figura 4 se muestran los eventos mediados por p53 ante la presencia de daiio o
estrés celular en las células eucariontes. Las principaies sefales que inducen a la
activacion de p53 son: los rompimientos al DNA provocados por agentes fisicos
(radiacion ionizante, radiacion UV) o agentes quimicos, hipoxia, sefiales de crecimiento
no controladas por activacion de oncogenes, cambios metabdlicos como la faita de
nutrientes o ribonucledtidos, y dafo al huso mitético, entre otras (Stewart y Pietenpol,
2001; Ryan et al, 2001). La proteina p53 regula genes que contienen elementos de
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respuesta a p53 en sus regiones y que son responsables, en gran medida, de las
funciones asociadas a p53. Asi, los genes regulados transcripcionalmente por p53
pueden agruparse dependiendo de las funciones que realizan, pS3 regula genes
implicados en la inhibicién del ciclo celular, en la reparacién del daifo en el DNA, en la
inhibicién de la angiogénesis y en la induccién de la apoptosis. Ademas, p53 regula la
transcripcion de MDM2, que a su vez regula los niveles de p53, lo que genera un
sistema autoregulable. Mdm2 es un gen importante en la regulacion de p53, debido a
que los niveles de la proteina p53 dependen principalmente de la velocidad de su
degradacion, mas que de la velocidad a la que se generan nuevas moléculas de pS53

(Figura 4).

LAS MUTACIONES EN EL GEN TP53 Y LA EXPOSICION A CARCINOGENOS
El gen TP53 se encuentra mutado en el 50% de los tumores en los pacientes con
cancer. Esta alta prevalencia en mutaciones significa que es probable encontrar
mutaciones del gen en diferentes tipos de cancer, estableciendo asociaciones
estadisticamente significativas entre exposiciones ambientales y la mutacion de TP53.
Asi, el gen TP53 ha sido aislado y secuenciado en gran variedad de canceres y se ha
descrito la presencia de mutaciones en varios tipos de cancer por exposiciones
inducidas a agentes carcinogénicos. Se ha planteado que e! espectro mutacional de
TP53 esta relacionado con exposiciones especificas. Tipos especificos de cancer estan
asociados con patrones caracteristicos en TP53, asi, ha sido demostrado que el
espectro mutacional, el patron de localizacion y el tipo de mutacion en TP53 difieren
entre cancer de pulmdn, colon higado, mama, cerebro, esdfago, tejido reticulo
endotelial y hematopoyético, permitiendo la investigacion en la etiologfa de los
diferentes procesos carcinogénicos en los tejidos. En este contexto, los ejemplos mejor
documentados son las exposiciones a aflatoxina B,, radiacion UV, humo de tabaco y
cloruro de vinilo. La aflatoxina B: es una micotoxina producida por el Aspergillus flavus,
es un contaminante comiin en granos, cacahuates y nueces en ciertas regiones
geograficas. En areas donde la exposicion es endémica como el sur de China, la
contaminacién de alimentos con aflatoxina es considerada un factor de riesgo para el
carcinoma hepatocelular y se ha encontrado que en pacientes residentes de Qidong, en
China hay una prevalencia de mutaciones de TPFP53 de tipo puntual en la posicion del
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codon 249, muchas de estas mutaciones son transversiones G—pT 0 G —»C. Por otra
lado, la exposicion a radiacién ultravioleta ha sido implicada en la etiologia de muchos
tipos de cancer de piel; de ahi que se ha observado incremento en el riesgo de
desarrollar carcinomas de células escamosas y células basales, asi como de
melanomas, el analisis de mutaciones en TP53 ha mostrado que la exposicién a luz
ultravioleta conduce principalmente a substituciones de bases C®™ T en sitos de
dipirimidinicos (Semenza y Wease!l,1997). La exposicion a tabaco ha sido asociada con
varios tipos de cancer, particularmente en el cdancer de pulmodén varios estudios han
determinado que existen transversiones G:C a T:A particularmente en los codones 157,
248, 273; en cambio en el cancer de vejiga se han encontrado transversiones G:C a
C:G en el gen TP53. Por otro lado, la exposicion ocupacional a cioruro de vinilo durante
la manufactura de los plastico ha sido relacionada con el angiosarcoma de higado,
encontrdndose preferentemente transversiones A:T a T:A (Semenza y Weasel, 1997).

Por otra parte, se ha propuesto que es posible identificar carcindgenos sobre la
base del efecto mutacional de TP53 y determinar la dosis mediante el uso de la
frecuencia de mutaciones como dosimetro molecular. Para tal propésito se plantea que
la localizacién preferencial de aductos en el DNA en posiciones particulares para el gen
TP53, permitiria correlacionar los sitios de alta incidencia mutacional encontrados en
ciertos tipos de cancer. (Semenza y Weasel!,1997).

Finalmente, el analisis del producto (proteina) del gen T7TP53 puede ser un
indicador de mutaciones en el gen, actualmente la deteccion de la proteina p53 en su
forma mutada o alterada es una herramienta utilizada para el prondstico clinico del
paciente, ya que por lo general se predice un mal y pobre prondstico en tumores que

presentan p53 mutado o inactivado (Levine, 1997).




ARSENICO, UN CARCINOGENO HUMANO

Histéricamente las propiedades de este elemento eran conocidas por los griegos,
utilizado desde los tiempos de Hipocrates, quien recomendaba su administracion para
el tratamiento de ldlceras. Se ha usado en preparaciones medicinales para combatir
padecimientos como anemia, el asma bronquial, la psoriasis, la sifilis, la disenteria
amibiana e infecciones parasitarias como la tripanosomiasis. Sin embargo, en estos
tratamientos clinicos se observaron efectos adversos, lo cual llevé a su prohibicién para
el uso terapéutico (IARC; 2002). E! arsénico (As) fue también utilizado en la elaboracién
de pigmentos parar pinturas, pero su empleo quedo cancelado, cuando se descubrid
que en condiciones humedas los mohos convierten el As en gases totalmente téxicos

como la arsina y la trimetilarsina (Duffus et al,1983).

FISICOQUIMICA DEL ARSENICO.
El As es un elemento ubicuo, se situa en la Tabla Periédica de los Elementos en

el grupo 15 antiguamente llamado V bajo el nitrégeno y el fosforo, su numero atémico
es 33 y su peso atémico 74.9. Esta clasificado como elemento de transicion o metaloide
debido a que comparte diversas propiedades fisicas y quimicas con elementos
metalicos.

Es un elemento que se encuentra usualmente en la naturaleza combinado con
otros elementos como oxigeno, cloro y azufre formando arsénico inorganico o con
carboén (de manera covalente) o hidrégeno constituyendo compuestos organicos. La
mayoria de éstos son polvos blancos o incoloros, inodoros, insipidos y no suelen
evaporarse, debido a lo cual es dificil determinar su presencia en el ambiente.

El estado de oxidaciéon de los compuestos arsenicales encontrados en el
ambiente es trivalente (lll) o pentavalente (V), mucha de la quimica de estos
compuestos resulta de la facil conversion entre estos dos estados. Dentro de los
compuestos pentavalentes se encuentran los arseniatos, los cuales son las sales de
acido arsénico H3AsOs;. Los arsenitos y las sales del acido arsenioso contienen As
trivalente. El As (lll) existe en la mayoria de las fuentes naturales de agua como
As(OH)a y es mas movil que el As (V) debido a que es menos absorbido en la mayoria

de las superficies minerales (EPA, 2000).
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DISTRIBUCION EN EL AMBIENTE Y VIAS DE EXPOSICION AL ARSENICO.

E! As esta ampliamente distribuido en la corteza terrestre, ya que forma parte de
la materia mineral y puede ser liberado al ambiente a través de las emisiones
volcanicas y la erosion de depdsitos minerales, asi como por las actividades humanas
(EPA 2000; ATSDR 2003). Se encuentra en el suelo, el agua y el aire como un
contaminante ambiental comun (Abernathy et al, 1999) (Figura 5).

La mayoria de los compuestos arsenicales pueden disolverse en el agua, la
lluvia, la nieve o los desechos industriales y de esta forma llegar a lagos, rios o mantos
acuiferos (ATSDR 2003), ademas, bajo altas temperaturas generadas durante la
combustién en la industria, es obtenido como un subproducto de la fundicion del cobre,
el plomo, el zinc y otros metales, en forma de polvo. Este polvo puede ser colectado,
purificado,‘.‘yfﬁtiliza"do como preservador de madera o en la fabricacion de pesticidas
(insecticidas’y. herbicidas), lo que ha incrementado su dispersién. También puede ser
liberado"a'_l ambnehté a partir de las rocas y minerales en las aguas termales y las
plantas de eriérgfa geotérmica o a través de la combustion del carbén (EPA 2000; JARC
2002). '

El As esta usualmente en bajas cantidades en el suelo (5000 ppb), el agua (2
ppb), el aire (0.02-0.1 ng/m®) y la comida principalmente de tipo marino como peces y
crustaceos (20-140 ppb). De tal manera que la cantidad de arsénico a la que estamos
expuestos es aproximadamente 50 pg/dia, cantidad que en zonas industriales y/o
contaminadas se encuentra 100 veces mas elevada (ATSDR, 2003). De hecho el agua
en algunos lugares como Argentina (Astolfi et al,1981) Chile (Borgofio et al,1977),
China, Taiwan (Gou et al,1994), India (Chowdhury et al, 2000) y Bangladesh (Frisbie et
al, 2002) y México (Cebrian et al, 1994) rebasa el limite maximo permisible (50 ng/L
para el agua de bebida), lo que ha resultado en varios casos de hiperqueratosis,
hiperpigmentacion y cancer de piel (Tondel et al, 1999). Problema que en lugares
dentro de la Republica Mexicana como Puebla, Chihuahua, Hidalgo, Morelos, Nuevo

Ledn, Coahuila y Durango, es preocupante.

Las principales vias por las que el As puede entrar al cuerpo son oralmente
(>90%), aéreas (70-80%) y cutanea (1-2%). Cabe sefalar que los nifios estan
expuestos al arsénico a través de las mismas vias que los adultos, ademas de que este
puede cruzar la barrera placentaria y también encontrarse en la leche materna, por lo
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cual los fetos y los lactantes pueden estar expuestos a este metaloide por vias tinicas
durante su desarrollo (ATSDR 2003).

o

N @ TS

Plantas y animales|

L Contacto directo I

Figura 5. Vias de exposicion al arsénico.
Tomado y modificado de Fishbein (1987).
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METABOLISMO DEL ARSENICO.

La distribucion del! As en el cuerpo humano depende de la duracién de la
exposicién y del compuesto involucrado. El As usualmente se acumula en higado,
rifidn, pulmoén y corazén, aunque se pueden encontrar pequenas cantidades en tejido
muscular y nervioso, unas y cabello. Debido a su parecido con el fésforo se deposita en
los huesos y los dientes y es retenido en ellos por largo tiempo (Goodman et al, 1992).

En cuanto a la biotransformacion del As en el humano, algunos compuestos
pentavalentes son reducidos in vivo a la forma trivalente y al parecer, ambas formas son
metiladas en el hombre, porque el acido dimetilarsénico es la forma mas comun
excretada en la orina (Goodman et al, 1992). Sin embargo, la eliminacién del As ocurre
por diferentes vias: heces, orina, sudor, leche materna, pelo, ufas y pulmones. Algunas
de las formas del arsénico permanecen en el cuerpo por dias mientras que otras lo
hacen por meses o mas. La vida media de la excrecién por via urinaria del arsénico es

de tres a cinco dias (Goodman et al, 1992).

EFECTOS DEL ARSENICO
Efectos agudos. En tracto gastrointestinal, causa hiperemia esplénica, vesiculas

bajo la mucosa intestinal, diarrea y una disminucién en la proliferacién normal celular.
En rifidn, genera proteinuria, diversos grados de necrosis tubular y degeneracion.
También puede existir oliguria y hematuria. En higado, los compuestos arsenicales
producen una infiltracion grasa, necrosis central, cirrosis y oclusiéon del conducto biliar,
ademas de hepatomegalia y fibrosis portal (Santra et al, 1999). En piel: a corto plazo
puede producirse necrosis. En sistema nervioso, se producen encefalopatias, debilidad
muscular en las extremidades seguida de atrofia muscular, lesiones cerebrales,
sobretodo vasculares y necrosis hemorragica (Donofrio et al, 1987). En sistema
cardiovascular, pequenas dosis producen vasodilatacion y edemas, pero dosis elevadas
provocan dilatacién y permeabilidad capilar, transudado de plasma y disminuciéon en el
volumen intra vascular. En tejido hematico, los compuestos inorganicos producen
anemia, leucopenia, eosinofilia y un incremento en la vascularizacién de la médula e

impiden la absorcion del acido félico.

Efectos cronicos. Los signos mas comunes de la exposicion crénica al arsénico
son la debilidad y el dolor muscular, la hiperpigmentacion de la piel, la hiperqueratosis y
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los edemas. Una exposicién a largo plazo provoca gangrena en las extremidades,
especialmente en los pies, dafio al miocardio e hipertension. Algunos sintomas que
pueden crear sospecha acerca de este tipo de exposicion son el aliento y la
transpiracion con olor a ajo, estomatitis, dermatitis y vitiligo. Eventualmente ocurre
cirrosis debida a la hepatotoxicidad, una disfuncién renal, paralisis en las extremidades
y alteraciones hematoldgicas (anemia y leucopenia). El efecto mas caracteristico de una
larga exposicién por via oral es el cambio a nivel de piel, el cual incluye el
ennegrecimiento, la apariciéon de verrugas en las manos y la planta de los pies y el
cancer de piel. También se ha reportado que el As predispone a carcinoma de tipo
basal-superficial y escamoso e incrementa el riesgo de cancer de higado, vejiga, rinén y
pulmén, por lo cual el Departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS), la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC), la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA), Programa Nacional de Toxicologia (NTP), lo han deciarado un

carcindgeno humano (ATSDR, 2003).

Efectos genotoxicos. A diferencia de muchos carcinégenos, los compuestos
arsenicales no inducen mutaciones en bacterias y son inactivos o resultan débiles en la
induccién de mutaciones génicas en una variedad de células de mamiferos (Li et al,
1991). La exposicién al As causa amplificacion génica (Lee-Chen et al, 1992) y dafo
cromosomico a bajas dosis ademas de incrementar la mutagénesis de otros agentes,
aparentemente al impedir la reparacion del DNA (Rossman et al, 1998).

Diversos estudios han mostrado que el arsenito de sodio produce microntucleos
{Ostrosky et al, 1991; Gonsebatt et al, 1992) en los linfocitos humanos tanto tratados in
vitro como de personas expuestas ambientalmente. También se ha demostrado que el
As induce la formacion de células aneuploides en linfocitos tratados in vitro (Ramirez et
al, 1997) y que tiene un efecto parecido a la colcemida (Vega et al, 1995).

El As produce rompimientos en las cadenas de DNA y enlaces cruzados DNA-
proteina en células humanas en cultivo, de manera dosis dependiente (Dong et al,
1993; Schaumloffel et al, 1998; Ramirez et al, 2000) y en células de hamster chino
(Gabel et al, 1998). Estas interacciones podrian explicar la formacién de aberraciones
cromosdémicas provocadas por el As, ademas de jugar un papel importante en el

mecanismo de carcinogenicidad de este metaloide.




Ademas de los efectos cromosdmicos, también se ha visto que el As altera la
proliferacién celular de individuos expuestos a este metaloide en el agua de bebida asi
como de linfocitos tratados /in vitro (Ostrosky-Wegman et al, 1991; Gonsebatt et al, 1992
y 1994). Estudios posteriores relacionados con ila proliferacion celular y su control a
través de genes supresores de tumores, mostraron que el gen TP53, es inducido por el
As y que dependiendo del estado funcional en que se encuentre este gen (normal o
mutado) sera la respuesta ante el dafio causado por este metaloide. En este estudio se
observé que las lineas celulares con el gen 7P53 funcional responden mejor ante et
dafo con respecto a las células con el gen 7P53 mutado (Salazar et al, 1997).

Efectos benéficos. A pesar de lo antes mencionado existen reportes acerca de
los efectos benéficos del As si se ingieren pequenas cantidades (10-50 ppb) en la dieta
normal. Estudios recientes muestran que las anormalidades en el balance de los
metales traza pueden influenciar ia salud humana. En los animales algunos signos de la
falta de As incluyen la mortalidad perinatal, la fragilidad osmdtica de los eritrocitos, la
reduccion de los niveles de S-adenosilmetionina (SAM), la alteracion en la produccion
de poliaminas y cambios en los patrones de metilacion del DNA que modifican la
expresion de los genes (Zhao et al, 1997). Ademas se ha reportado que el As también
se ha usado de manera terapéutica en e! tratamiento de la leucemia promielocitica
aguda (APL) como un inductor de la diferenciacién de los promielocitos in vivo,
obteniéndose una remisién del 88% de los pacientes tratados con dosis de 0.06-0.17
mg/kg diarios de trioxido de arsénico (Camacho et al, 2000).




HIPOTESIS

E! andlisis del patrén de expresiéon de la proteina p53 en modelo de linfocitos
humanos podra ser utilizado como biomarcador para detectar dafo en individuos

expuestos a agentes ambientales.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si el patrén de expresion de la proteina p53 en el modelo de cultivo de
linfocitos humanos puede aplicarse como biomarcador de dafo en el monitoreo de

individuos expuestos al arsénico.

Objetivos particulares

1.~ Evaluar la expresion de la proteina p53 en los linfocitos de donadores sanos

retados in vitro con As.
2.- Evaluar la expresion de la proteina p53 en los linfocitos de donadores que
residen en un area endémica con hidroarsenicismo.
3.- Determinar si hay diferencias en el patrén de expresion de p53 en los linfocitos
retados in vitro de los donadores sanos y los expuestos a arsénico.
Evaluar si la exposicién crénica a arsénico altera los niveles de p53 en los
linfocitos circulantes (Go).
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MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas de donadores sanos.

Se obtuvieron las células mononucleadas de 15 mil de sangre periférica de
donadores sanos (16 hombres de 18-46 afios y 28 mujeres de 23-51 afios).

Caracteristicas de individuos de una zona endémica con hidroarsenicismo.

En colaboracién con la Dra. Emma Calderédn y el Dr. Mariano Cebrian del
CINVESTAV, se realizdé un estudio piloto con 19 individuos que viven en un &area
endémica con hidroarsenicismo: 12 pacientes con cancer de piel no melanoma (9
hombres y 3 mujeres de 51-73 afios) y 7 pacientes sin cancer (7 mujeres de 31-67
anos) constituyeron el grupo de estudio. Las muestras de sangre heparinizada fueron
enviadas via aérea a la ciudad de México, donde se procesaron.

Caracteristicas de la poblacion de la zona con hidroarsenicismo: Los individuos que
participaron en el estudio fueron pacientes provenientes de las ciudades de Torreodn,
Coahuila y Gémez Palacio, Durango, ambas localidades de la Regién Lagunera
(Rosales-Castillo et al, 2003). Se obtuvo el consentimiento por escrito de los individuos
seleccionados para participar en el estudio. La investigacion fue aprobada por el Comité
de ética de la Escuela de Medicina de la Universidad de Juarez, Durango.

Se valoré la exposicion histérica y actual al arsénico, a través de la historia
detallada de los residentes de la zona contaminada. La informacion fue obtenida por un
cuestionario sobre el estilo de vida de los habitantes, historia ocupacional, toma de
agua diaria, exposicién a compuestos organicos tales como pesticidas y exposicion al
sol. Se midieron los niveles de As en el agua de bebida y en la orina de los individuos.
Las concentraciones de arsénico en orina fueron usadas como unidad de medida de
exposicién actual. La exposicion histérica fue estimada como una suma de productos
de concentracién de As en el agua de bebida en cada ciudad de residencia por el
tiempo de vida de cada individuo en dicha ciudad. La creatinina en orina fue medida y
los valores totales obtenidos en orina fueron corregidos por la excrecion de creatinina

(Rosales-Castillo et al, 2003).




Cultivo de_linfocitos.
Las células mononucleadas fueron separadas por un gradiente de densidad de

Fycoll-Hypaque (Sigma) 1:1 sangre-Fycoll-Hypaque (Boyum et al, 1968). Se observan 3
fases, la inferior corresponde a los eritrocitos, la media al Fycoll-Hypaque y la superior
al suero. Entre el suero y el Fycoll-Hypaque se observa un anillo blanco que
corresponde a los linfocitos. El anillo de células blancas se recuperd y se conté el
namero d,e\,células.

‘ Se ' sembraron 4x10° células en medio de cuitivo RPMI-1640 (Sigma)
‘suﬁlem“en‘t'abdo con 15% de suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales (10 mM,
. GiG#b).’ L‘-QIutamina (2 mM, Sigma). Se agregaron 200 pl de fitohemaglutinina (PHA,
Gibéb) y se incubaron a 37° C durante 24 horas para posteriormente tratar por 24 h mas
con 1 +M de arsenito de sodio (Salazar et at, 1997) o 3 ng/ml de actinomicina-D (AcD;
Sigma), un potente inductor de p53 (Fritsche et al, 1993).

LLos cultivos celulares y la determinacion de la proteina se realizaron por

triplicado para confirmar el patron de expresion de cada individuo.

Determinacion de p53 en linfocitos en Gp.

Las células mononucleadas fueron separadas por un gradiente de densidad de Fycoll-
Hypaque (Sigma) 1:1 sangre-Fycoll-Hypaque (Boyum et al, 1968).
Se utilizé el anillo blanco que corresponde a los linfocitos. Se tomaron y se guardaron

en congelacion para su posterior inmunodeteccion.

Inmunodeteccion de la proteina p53

l.as células fueron cosechadas por centrifugacion y preparadas para su lisis
como lo describe Salazar y cols (1997). Los linfocitos en Gp (sin estimular) y las células
cultivadas fueron lisadas en hielo en una solucién salina amortiguadora de fosfatos con
inhibidores de proteasas y fosfatasas. La concentracion total de proteina de los
extractos celulares se determiné por el ensayo de Bradford.
Se usaron 40 pg del lisado de proteinas que fueron calentados durante 5 min. a
80° C en una solucion amortiguadora para corrimiento (2% SDS, 80 mM Tris pH 6.8,
10% glicerol, 5% p-mercaptoetancl y 0.01% azul de bromofenol). Las proteinas fueron
separadas en geles al 10% de SDS-poliacrilamida y posteriormente transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham). La membrana fue bloqueada con leche en
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polvo baja en grasas. Los niveles de la proteina p53 fueron detectados usando los
anticuerpos'monoclonales anti-p53 DO0-1 [1 pug / mi] (Santa Cruz Biotechnology). La
misma membrana fue incubado con anticuerpo contra la proteina 3-actina (anti—actina iI-
19 (0.5 pg / ml) 14 cual se utilizé como control interno de cargado del gel. Las bandas
inmunorreactivas fueron visualizadas en placas de autoradiografia utilizando el sistema
de peroxidasa-ECL-quimioluminiscencia (Amersham). La intensidad de las bandas fue
cuantificada por densitometria optica usando el programa Quantity One (BioRad).

Anadlisis Estadistico
Para los individuos con hidroarsenicismo se utilizé la prueba de Mann-Whitney, se eligié

esta prueba no paramétrica porque los datos no presentan una distribuciéon normal y

puede ser aplicada a muestras pequenas.
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RESULTADOS

EVALUACION DE LA PROTEINA p53 EN INDIVIDUOS SANOS

Para evaluar los efectos del As sobre la expresiéon de p53, se realizaron cultivos
de linfocitos de 44 individuos sanos, bajo tres diferentes condiciones: (1) linfocitos
estimulados con PHA durante 48 horas, (2) linfocitos estimulados con PHA 24 horas y
tratados con As o (3) con AcD durante las ultimas 24 horas. Se encontraron tres
patrones diferentes de expresidn de p53 (figura 6). Cuando se analizd la frecuencia de
estos tres patrones se encontrd que 41 (93.1%) de los individuos tratados presentaron
banda con el tratamiento con As & AcD pero no en los linfocitos en Gg (Patrén 1), el
2.3% de los individuos presentaron una banda en Go (Patrén Hl), v el 4.5% de los
individuos no presentaron banda con p53 (Patrén IH) (figura 7 y tabla 4).

EVALUAC]{QN DE LA PROTEINA p53 EN INDIVIDUOS QUE RESIDEN EN UNA ZONA
ENDEMICA DE HIDROARSENICISMO

Para ‘determinar si la exposicién crénica a agentes carcinégenos, altera la
frecuencia de los patrones de expresion de p53 encontrados en los individuos sanos, se
realizé un estudio piloto en una poblacidén que reside en un lugar con hidroarsenicismo.
Los individuos de este estudio fueron clasificados en dos grupos, pacientes con cancer
de piel de tipo no melanoma (un efecto conocido de la exposicién a As a través del
agua de bebida) y en individuos sin cancer.

Las caracteristicas generales de los individuos de la region endémica con As
fueron las siguientes: de los 19 individuos, 12 pacientes presentaron cancer de piel de
tipo no melanoma y 7 individuos sin cancer (tabla 5). Ninguna de las variables
analizadas mostraron diferencias significativas cuando se compardé el grupo de
individuos con cdncer con el grupo sin cancer (prueba estadistica Mann-Whitney). Sin
embargo, se observé que en promedio, los pacientes con cancer de piel estuvieron mas
expuestos a la luz solar que individuos sin cancer (4.28 vs 2.40 h / dia; p=0.07).

En 8 (50%) de los individuos con hidroarsenicismo se detectd la banda de p53 en
los cultivos con As y en los tratados con AcD, pero no en linfocitos circulantes (Go)
(Patrén 1); en 7 (43.75%) de los individuos se detectd p53 en los linfocitos en Go (Patrén
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i) yen 1 (6. -25%) individuo no se detectd ninguna respuesta a pS3 (Patrén YY) (figura 8
y tabla 6). Tres indnvnduos no fueron incluidos en el estudio in vitro debido a la falta de
y las densitometrias de la poblacidn expuesta a arsénico

muestra. La inmunodetecci

se presentan en la flguras 9 y 1 0.
Cuand se evalué la’ expres:on de p53 en los linfocitos en Go de los 19 individuos

P53 en Ios nfocntos en Go en el grupo que estuvo expuesto al As con la presencia de
cancer de pie Los resultados indicaron una alta correlacién entre la presencia de p53
ncer de piel (p= 0.0083, Mann-Whitney). El analisis estadistico no fue
n ‘algunos factores asociados con e! cancer de piel de tipo no melanoma

en Go y. el
significativo ¢
como la edad (p= 0.052), la exposicién a sol (p= 0.90) y la exposicién crénica al As (p=
0.74). ;
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Figura 6. Diferentes patrones de expresion de la proteina p53 en
linfocitos humanos. La proteina p53 se determind por la técnica de
inmunodeteccion (Western). Linfocitos en G, (linea 1); linfocitos
estimulados por 48 h (linea 2); linfocitos estimulados y tratados con As
(linea 3) o con AcD durante las ultimas 24 horas (linea 4). Tipo |, la
proteina se expresoé en linfocitos estimulados y retados con As o AcD,
pero no en G,. Tipo Ii, la proteina p53 se expresd en todos los casos
incluyendo en G,. Tipo Ill, la proteina no se detecté en ninguna
condicion.
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% DE INDIVIDUOS

Tabla 4. Aniilisis del porcentaje de patrones en una
poblacién de individuos sanos

PATRON No. %
DONADORES
TIPO | 41 93.2.
TIPO Il ey 2.8
TIPO I 2 k - 45 E

100

r—

Tipo | Tipo Il Tipo Il

TIPO DE PATRON DE
EXPRESION DE p53

Figura 7. Porcentaje de los diferentes modelos de expresiéon
de la proteina p53 en linfocitos de individuos sanos. Tipo |, la
proteina se expresoé en linfocitos estimulados y retados con As 'y
AcD, pero no en G,,. Tipo I, la proteina pS3 se expreso en todos
los casos incluyendo en Gg. Tipo i, la proteina no se detecto en
ninguna condicion.
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Tabla 5. Caracteristicas de los individuos expuestos al arsénico.

Caracteristicas

Pacientes con
cancer (n=12)

Pacientes sin
cancer (n=7)

Media 62.8+ 6.7 53.1 =+ 14.1
Edad Rango 51—~ 73 31— 67
Hombres (%) 33 o
Sexo Mujeres (%) 67 100
Arsénico en Media 445+ 70.6 27.3 + 18.6
orina (ug /L) Rango 6.2 — 263.5 16.9 — 69
Creatinina/ Media 26.13 + 21.39 21.96+ 11.01
arsénico
(ng /L) Rango 8.44 — 88.82 7.79 — 36.7
Exposicién Media 805+ 111.8 39.7+ 65.6
acumulada a
arsénico (ug) Rango 7.2 — 340.6 53 — 188
Exposicion al Media 428 + 2.29 2.40+2.48
sol
(horas de Rango o - 8.0 0.57 — 7.83
exposicién por
dia)




Tabla 6. Andlisis del porcentaje de patrones en una poblacién
de individuos de la region endémica con hidroarsenicismo

KEONNO 20 VI

03 SISAL

PATRON No. %
DONADORES

TIPO | 50

TIPO Il 7 43.75

TIPO N 1 6.25

60
P I i
o
=
a T R -
=
=1 e S
=
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a [
o\o
Tipo | Tipo Il Tipo Ill
TIPOS DE EXPRESION DE p53
Figura 8. Porcentaje de los diferentes modelos de expresion de la
la

proteina p53 en linfocitos de individuos con hidroarsenicismo. Tipo 1,
proteina se expresod en linfocitos estimulados y retados con Asy AcD, pero no
en G,. Tipo Ii, 1a proteina p53 se expresé en todos los casos incluyendo en G

Tipo I, la proteina no se detecté en ninguna condicién.
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Pacientes sin cancer Pacientes con cancer

G, PHA As AcD Gy, PHA As AcD
D1 2 - D9
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Figura 9. Deteccién de la proteina p53 en linfocitos humanos de donadores
de la region con hidroarsenicismo. La proteina p53 se determiné por la técnica
de inmunodeteccion (Western blot). Llinfocitos en G, (linea 1); linfocitos
estimulados por 48 h (linea 2); linfocitos estimulados y tratados con As (linea 3) o
con AcD durante las uitimas 24 horas (linea 4). Tipo | la proteina no se expresé en
G, pero si en linfocitos estimulados y retados con As y AcD. Tipo Il, la proteina
P53 se expresd en todos los casos incluyendo en Gg. Tipo HI, la proteina no se
detectd en ninguna condicién. Tres individuos no fueron incluidos en este andlisis

debido a la falta de muestra.
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Figura 10. Andlisis de la expresion de la proteina pS53 en linfocitos
de individuos de la region con hidroarsenicismo. La proteina p5S3 se
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la técnica de inmunodeteccién (Western biot). La
las bandas fue cuantificada por densitometria dptica

usando el programa Quantity One (BioRad). Se reporta el incremento en
veces a partir del control estimulado con PHA. Tres individuos no fueron
incluidos en este andlisis debido a la falta de muestra.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que en la mayoria de los
linfocitos circulantes (Go) de los donadores sanos No se expresa la proteina p53, pero
se detecta cuando in vitro los linfocitos son estimulados y tratados con As o AcD.

Cabe sefalar que los linfocitos que no se trataron con As o AcD y se cultivaron
durante 48 horas (cultivos control) expresaron bajos niveles de p53. Pocos trabajos se
han enfocado al estudio de la expresion de p53 en el modelo de linfocitos humanos, sin
embargo, se sustentan nuestros hallazgos. De ahi que dichos estudios muestran que la
protefna p53 no se detectd en los linfocitos no estimulados (Gg) pero fue inducida
cuando estas células son activadas por mitdgenos (Terada et al, 1991; Fukao et al,
1999; Suzuki 1999). Ha sido reportado que cuando los linfocitos son aislados de sangre
entera fresca, se encuentran en la fase Go y cuando estos son estimulados con
mitégenos como la PHA, los linfocitos T entran a la fase G, del ciclo celular y se
expresan genes como MYC, FOS, RAS, MYB, ABL y TP53 entre otros (Kaczmarek et
al, 1985; Reed et al, 1986). De hecho, actualmente se propone que !a proteina p53 se
acumula en los puntos de control Gy/S y G2/M como una forma de revisar el dafo en la
célula antes de que se sintetice el DNA y se lleve a cabo la mitosis (Li et al, 1994; Waga
et al, 1994; Mercer et al, 1998). Por lo que proponemos que los bajos niveles de p53
encontrados en los linfocitos estimulados podrian representar los niveles basales
requeridos para que p53 ejerza dicha funcion. Pero no podemos descartar la posibilidad
de que la presencia de bajos niveles de p53 en las células estimuladas se deban a una
muerte linfocitaria normal inducida por la activacion mitogénica (Mercer y Baserga
1985).

Se utilizé As o AcD para retar a los linfocitos en cultivo; la AcD es un agente
quimico que inhibe la transcripcion génica pues se conoce su accion sobre la RNA
polimerasa, por lo que en nuestros resultados encontramos una mayor expresion p53
cuando tratamos a los iinfocitos con este agente tdxico. Cuando los linfocitos fueron
tratados 24 horas con As, también se encontré un aumento en los niveles de p53. La
sobrexpresion de p53 podria ser consecuencia de que el As produce dario a nivel de
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ensamble de microtibulos (Ramirez et al 1997); y/o que altera algunos sistemas de
reparacién (Yager Wiencke 1997; Lynn et al, 1998). Otra posibilidad es que el As al
producir alteraciones cromosomicas (Vega et al 1995), este dafio a nivel de DNA podria
ser detectado por p53 y enviar a la célula a apoptosis (Livingston 1996).

En relacién a los efectos del arsénico sobre p53 en los individuos residentes en
un area endémica de hidroarsenicismo cronico, es de interés que en 9 de los 12
individuos expuestos al As y que tienen cancer de piel, se detecté p53 en los linfocitos
circulantes (Go). Cabe sefnalar que solo uno de los 44 individuos sanos (no expuestos a
hidroarsenicismo) express p53 en linfocitos circulantes (Go).

Es dificil explicar por qué y cémo es que p53 se incrementa en linfocitos en Go de
los individuos con cancer de piel, pero una posibilidad es que la expresion de p53 en
estos individuos esté relacionada con la sensibilidad genetica intrinseca de las células
expuestas a xenobidticos. Algunos estudios sugieren que la sobreexpresion de p53
analizada por inmunohistoquimica en biopsias de pacientes con cancer de piel
expuestos a arseénico, es debida a mutaciones en el gen (Kuo et al, 1997; Chang et al,
1998; Hsu et al, 1999; Boonchai et al, 2000). Sin embargo, en nuestro estudio no se
pudo discemir si el incremento de p53 es debido a un incremento en la proteina tipo
silvestre o mutada, ya que el anticuerpo que utilizamos reconoce a ambas proteinas
(unién al epitope de p53 humano localizado en la region amino-terminal ente los
residuos 11-25).

Otra posibilidad es que el incremento de la expresion de p53 en linfocitos en
circulacion de pacientes con cancer de piel pueda ser debida a la induccién de dano
genotdxico producido por exposicion al As, el cual ha sido ampliamente documentado
(Jager et al, 1997; Gonsebatt et al, 1994). Basandonos en estas evidencias, es
probable que la expresion de p53 en linfocitos en circulacion de pacientes con cancer
de piel se deba a la induccién del dafio al DNA. El incremento de la expresiéon de p53
en linfocitos en circulaciéon nos proporciona una explicacion de la disminucién en el
crecimiento observado en cultivo de linfocitos de sujetos expuestos. Ademas, se ha
mostrado que el As retrasa la proliferacion de linfocitos por la disminucion en la
secrecion de IL-2, debido a la activaciéon retardada de los linfocitos por la PHA (R.
Saavedra, comunicacién personal). La disminucidn en la respuesta en los linfocitos T
estimulados también se ha observado en los individuos inmunosuprimidos quienes son
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propensos a desarroliar neoplasias tal como el cancer de piel (Penn et al, 1988; Dunn et
al, 2002). Por lo tanto, proponemos que la expresién de p53 en los linfocitos circulantes,
podrfa restringir su proliferacion (Gonsebatt et al, 1992) dafhando la respuesta
inrhunolégica celular de individuos expuestos al As y asi incrementando el cancer en
regiones endémicas.

Cabe mencionar que el anadlisis de la concentracion de As en orina es un
parametro ampliamente utilizado para medir una exposicion actual al As (Farmer et al,
1990; Del Razo et al, 1997). Los resultados de este estudio muestran que la exposicién
al As en nuestro grupo de estudio fue menor, comparada con estudios previos
realizados por este grupo de trabajo (Gonsebatt et al, 1997), esto es debido a que se
implementaron filtros en los pozos de suministro de agua, para reducir la concentracién
de As en agua de bebida. Aunque la exposicion histérica y actual al As no tuvo una
asociacion significativa con la expresion de p53, es probable que el aumento de los
niveles de p53 se deban al dafo genotdxico, causado por la exposicion cronica al As.

Posiblemente los pacientes con cancer de piel que expresan p53 en linfocitos
circulantes sean mas susceptibles a los efectos genotoxicos del As y por consiguiente
presentan dos de las manifestaciones de la exposicion al As, como son el dafio al DNA
en linfocitos y cancer de piel. Estos hallazgos pueden ser en un futuro confirmados al
estudiar un grupo de individuos con cancer de piel pero no expuestos al As.

El principal factor etiolégico del cancer de piel es la exposiciéon al sol y se ha
tratado de establecer la contribucién del As en el desarrollo de cancer de piel inducido
por la luz UV (Rossman et al, 2001). En nuestro estudio, los pacientes con cancer de
piel estuvieron mas tiempo expuesto a la luz solar, no obstante, no hubo diferencias
estadisticamente significativas.

De ahi que el objetivo de los estudios de la epidemiologia molecular sea la
prevencién de enfermedades, la expresion de p53 en linfocitos circulantes puede ser
evaluada como un biomarcador potencial en el monitoreo humano. De manera
interesante, si el incremento de los niveles de p53 en los linfocitos circulantes es debido
al darno en el DNA inducido por el As podria ser ttii como biomarcador de efectos
tempranos o quiza de susceptibilidad, pero si p53 se incrementa por la presencia de
cancer quiza podria emplearse como un biomarcador diagndstico.



Estudios futuros son necesarios para evaluar el significado de la relacién entre el
incremento en los niveles de p53 en linfocitos circulantes, el cancer de piel y la
exposicion al As.
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CONCLUSIONES

. La respuesta de p53 in vitro se clasificd en tres patrones de expresion: (l) la
proteina se expresé en linfocitos estimulados y retados con As, pero no en Gg;
(1) la proteina pS53 se expresé en todos los casos incluyendo en Gp; (IIl) la
proteina no se detectd en ninguna condicién.La exposicion cronica al arsénico
altera la proporcion de los patrones de expresion de p53 en los linfocitos cuando
fueron retados in vitro con As.

. Cerca del 80 % de los individuos expuestos a hidroarsenicismo y que
presentaron cancer de piel de tipo no melanoma, sobreexpresaron la proteina,
p53 en los linfocitos circulantes (Go).

PERSPECTIVAS

Se estudiara la etiologia de las diferencias individuales en la expresion de la
proteina p53 en los linfocitos de sangre periférica de los donadores tratados in vitro,
determinando si existen variaciones en la vida media de la proteina por modificaciones
post-traduccionales o mutaciones del gen p53

Se analizara un grupo de pacientes con cancer de piel, pero no expuestos a As
para establecer si la sobreexpresién de p53 en los linfocitos en Go es debida a la
presencia del cancer o a la exposicion crénica al As.

Se continuara evaluando la expresién de p53 en linfocitos de individuos expuestos
a diversos xendbioticos para validar la utilizacion de este modelo como un biomarcador.
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