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CAPÍTULO I.

INTRODUCCIÓN.

El Asi existe ubicuamente en nuestro ambiente y varias formas químicas

circulan en el suelo, agua, aire y organismos vivos (Soto-Reyes et al., 2005),

siendo las predominantes las formas AsIII y AsV (Kazuo et al., 2004).

Hay millones de personas en riesgo en el mundo por beber agua que contiene

cantidades que exceden los límites permisibles de Asi (Nordstrom D. K. 2002,

Chakraborti et al., 2002). En varias áreas geográficas se ha relacionado la

presencia de concentraciones altas de Asi en el agua de consumo humano con

un riesgo elevado de cáncer (Walkes et al., 2002). En Asia, millones de

personas están expuestas crónicamente a concentraciones elevadas de Asi en

el agua de pozos taladrados hacia estratos geológicos ricos en arsénico. Esta

exposición esta relacionada con enfermedades crónicas como enfermedades

vasculares, arterosclerosis, síndrome de Raynaud´s, hipertensión y

enfermedad del pie negro (Kumagai et al., 2004), así mismo, la ingestión

crónica de concentraciones elevadas de arsénico está asociada con un

incremento en la incidencia de cáncer de piel, pulmón, vejiga e hígado (Basu

eta.., 2001; Buchet et al., 1985).

Una vez que el Asi es ingerido es transportado al hígado donde comienza su

biotransformación, las formas pentavalentes son reducidas a trivalentes y

entonces éstas son metiladas, resultando en la producción de arsenicales

pentavalentes metilados (Hirano et al., 2004) así como de especies reactivas

de oxígeno (ROS) (Soto-Reyes et al., 2005).

Los efectos bioquímicos del arsénico y sus metabolitos son numerosos y en

algunos casos nos permiten explicar sus efectos fisiológicos y en la salud de

las personas afectadas. En este trabajo exploramos los efectos que ejerce el

arsenito de sodio sobre la síntesis de proteínas del citoesqueleto como son las

citoqueratinas en el hígado murino.
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Resumen

Las citoqueratinas (CKs) participan en un amplio rango de importantes

funciones celulares incluyendo mantención de integridad mecánica y respuesta

a estrés jugando un papel esencial como “guardián” en el hígado que es

expuesto a ambientes tóxicos.

La estructura y función anormal son efectos claramente relacionados con

enfermedades hepáticas como: esteatohepatitis no alcohólica, hepatitis

alcohólica y hepatocarcinoma celular. Las CK no sólo actúan como proteínas

del citoesqueleto proporcionando estabilidad mecánica, sino además exhibe

diversas funciones no esqueléticas. La expresión anormal del gen, mutaciones

en las CKs y una organización estructural aberrante son efectos tóxicos que

comúnmente causan enfermedades hepáticas la interferir con la reorganización

normal de los filamentos y funciones relacionadas que comprometen al

hepatocito. Las CK son filamentos intermedios tejido específico, en el hígado

están expresadas principalmente las CK8 y CK18.

En el presente estudio investigamos la inducción del RNAm para CK18 al estar

expuestos cortes de hígado a diferentes concentraciones de arsenito de sodio

(AS), dado que este tipo de sistema in vitro es aceptado para el estudio del

metabolismo de diversas drogas, los cultivos organotípicos fueron incubados

con 0.01, 1 y 10 µM de AS en presencia y ausencia de Butionin Sulfoximina

(BSO) 10 µM y otros cultivos de hígado se expusieron a N-acetil cisteina (NAC)

2.5mM.

Después del periodo de incubación se pudo observar un incremento en la

síntesis y expresión tanto de la proteína como del RNAm para la CK 18.

Nuestros resultados sugieren que la exposición temprana a AS modifica la

síntesis y expresión del gen para CK18 comprometiendo la estructura y función

de la proteína. La inducción de CK18 puede ser considerada como un

indicador temprano de estrés oxidatívo y daño por el arsenito.
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Abstract

Cytoqueratin (CKs) participate in a wide range of important cellular functions

including maintenance of cellular mechanical integrity and stress responses

playing an essential “guardian” role in the liver that is unmasked by

environmental toxicants.

Abnormal structure and function are effects clearly related to liver diseases as

non-alcoholic steatohepatitis, alcoholic hepatitis and hepatocellular carcinoma.

CK not only acts as skeletal protein providing mechanical stability, but also

exhibits several non-skeletal functions. Their abnormal gene expression, CKs

mutations and aberrant structural organization are toxic effects likely to cause

liver disease by interfering with normal filament reorganization and related

functions that compromise hepatocytes function upon multiple physiologic

stimuli. CK are tissue specific intermediate filaments, CK8 and 18 are major

CKs in the liver.

Here we investigated the induction of CK18 mRNA by different concentrations

of Sodium Arsenite (SA) using liver slices culture, an accepted in vitro system

for the examination of drug metabolism, the protein and CK18 mRNA was

isolated in order to know their expression.

Organotypic cultures were incubated with 0.01, 1 and 10µM of SA in the

absence and presence of Butionin Sulfoximine (BSO) 10µM and N-acetyl

cysteine (NAC) 2.5mM. They modified oxidative status in the cultures and CK

expression.

Increased CK18 synthesis and mRNA CK18 expression were observed after

exposure period. Our results suggest that early SA exposure seems to modify

synthesis and CK18 gene expression patterns in liver compromising their

structure and function. The induction of CK 18 might be considered as an early

indicator of oxidative stress and liver damage induced by arsenite.

Neevia docConverter 5.1



4

CAPÍTULO II

FUENTES DE EXPOSICIÓN A ARSÉNICO.

Millones de personas en el mundo son afectadas por la exposición a Asi (Kazuo

et al., 2004). La exposición a la forma más tóxica de Asi ocurre en escenarios

ocupacionales o ambientales, o bien a través del uso medicinal de arsenicales

(Kumagai et al., 2004). La principal fuente de exposición de Asi en muchas

poblaciones es el agua de bebida, donde las formas predominantes de Asi son

arsénico inorgánico III (Asi
III) y arsénico inorgánico V (Asi

V) (Walkes et al., 2002,

Kazuo et al., 2004), siendo estas formas junto con los metabolitos formados las

que causan efectos agudos y crónicos incluyendo cáncer humano (Kazuo et al.,

2004). Además de las fuentes naturales de contaminación de Asi en el agua, el

uso de herbicidas, insecticidas, rodenticidas, preservativos en los alimentos así

como el de combustibles fósiles se encuentran también contaminando el

ambiente (Gurusamy et al., 2004).

La exposición a humanos ocurre durante la producción y uso de estos

herbicidas (155).

Concentraciones altas de Asi en agua de bebida se han encontrado en muchas

regiones alrededor del mundo, incluyendo Taiwán, China, Chile, México, India,

Bangladesh así como diversas áreas de EU y Europa que pueden conducir a

una variedad de manifestaciones clínicas (NRC, 1999) (Walkes et al., 2002).

Debido a la contaminación por Asi en el agua de bebida, han aparecido en

diversas áreas como India y Bangladesh, un incremento en la incidencia de

“dermatosis arsenical” acompañada de hiperqueratosis, gangrena y cáncer de

piel (Gurusamy et al., 2004). La exposición a este elemento esta relacionada

con queratosis, carcinoma escamoso de piel y carcinoma celular basal.
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II.1 FUENTES NATURALES

El arsénico es un elemento que está distribuido de manera ubicua a través de

la corteza terrestre, suelo, sedimentos, aire, agua y en los organismos vivientes

(Mandal et al., 2002)

En la corteza terrestre abarca entre el 0.00005% al 1%, y tiene una

concentración promedio en rocas ígneas y sedimentarias de 2 mg/kg

(Gulledge et al., 1973). En la mayor parte de las rocas su rango es de 0.5 a 2.5

mg/kg, aunque concentraciones altas fueron encontradas en sedimentos

argillaceos de grano fino y fosforitos. El Asi esta concentrado en algunos

sedimentos marinos, los cuales pueden contener más de 3000 mg/kg. Este

metaloide puede coprecipitar con hidróxidos de hierro y sulfatos en rocas

sedimentarias. (Mandal et al., 2002).

El Asi se encuentra naturalmente en cerca de 200 formas minerales diferentes,

de las cuales aproximadamente 60% son arsenatos, 20% sulfidos y sulfosales

y el 20% restante incluye arsénidos, arsenitos, óxidos, silicatos y arsénico

elemental, pero sólo algunos de éstos se encuentran de manera regular en

cantidades significativas (Gulledge et al., 1973).

Los concentraciones de Asi en los suelos de varias ciudades se encuentran en

un rango de 0.1 a 40 mg/kg (promedio de 6 mg/kg) (Bowen 1979 ), de 1 a 50

mg/kg (media de 6 mg/kg) y 5 mg/kg (Vinogradov 1959), pero varían

considerablemente entre regiones geográficas.

El Asi está presente en mayor concentración en los suelos que en las rocas.

Esto es debido principalmente a las actividades humanas y a las rocas que lo

componen. Factores tales como el clima, los componentes orgánicos e

inorgánicos de los suelos y el estado potencial redox también afectan el nivel

de Asi en los suelos (Peterson et al., 1981).

El arsénico se encuentra principalmente como especie inorgánica pero también

puede estar unida a materiales orgánicos en el suelo. Bajo condiciones
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oxidantes, en ambientes aeróbicos, los arsenatos (Asi
V) son las especies

estables y son fuertemente asimiladas en arcillas, óxidos/hidróxidos de hierro y

manganeso, y materia orgánica. El Asi precipita como arsenato férrico en

suelos ricos en hierro. En condiciones reductoras el arsenito (Asi
III) es el

componente predominante. Los compuestos de Asi pueden ser metilados por

microorganismos, produciendo bajo condiciones oxidantes, ácido

monometilarsínico (MMA), ácido dimetilarsínico (DMA) y óxido trimetilarsina

(TMAsO) (Reichert et al., 1921).

En condiciones anaeróbicas estas formas pueden ser reducidas a compuestos

volátiles y fácilmente formar metilarsinas oxidadas. Las formas de Asi

presentes en los suelos dependen del tipo y cantidades de componentes

absorbidos del suelo, el pH y el potencial redox. Los arsenatos de hierro y

aluminio (AlAsO4, FeAsO4) son las fases dominantes en los suelos ácidos y

son menos solubles que el arsenato de calcio (Ca3AsO4), el cual es la forma

química principal en algunos suelos alcalinos y calcáreos (Fordyce et al., 1995).

La fracción de arsenato adsorbido en los suelos está estrechamente

relacionada al pH del suelo y al potencial redox. Esto también varía de acuerdo

al tipo de suelo bajo las mismas condiciones de pH (Li 1982).

Las concentraciones generalmente encontradas en el agua natural son bajas.

La mayor parte de las ciudades han reportado concentraciones de Asi en el

agua de menos de 10 g /l, y en algunas ocasiones substancialmente menores

(Geneva, 2001).La forma química principal en la cual el Asi se presenta por ser

termodinámicamente estable es como ión arsenato. La proporción de Asi
V-Asi

III

basada en cálculos termodinámicos es 1026:1 para el agua de beber oxigenada

a pH 8.1, en realidad, este es 0.1:1 a 10:1. Este alto contenido inesperado de

Asi
III es causado, al menos en parte, por reducción biológica en el agua de mar

(Jonson, 1972).

La concentración de Asi en agua proveniente de áreas de mineralización de

sulfatos y minería es de 100-5,000 g/l (Smedley et al., 1996). A potenciales

redox altos o moderados el Asi puede ser estabilizado como una serie de

oxianiones pentavalentes (arsenato), H3AsO4, H2AsO-
4, HAsO4

-2 y AsO4
-3. Sin
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embargo, en la mayor parte de las condiciones reductoras y menor potencial

redox, las especies de Asi trivalente (H3AsO3) predominan. La presencia de

As0 y As3- es rara en ambientes acuáticos.

Compuestos de arsénico orgánico complejos tales como sales de

tetrametilarsonium, arsenocolina, arsenobetaína, óxidos de dimetil (ribosil)

arsinas y arsenolípidos son identificados en el ambiente marino. Sólo una

fracción menor del arsénico total en los océanos permanece en solución en el

agua de mar, debido a que la mayoría es asimilada en los materiales

particulados suspendidos (Irgolic et al., 1995).

En el aire el Asi existe predominantemente absorbido en materia particulada, y

está usualmente presente como una mezcla de arsenito y arsenato, con la

existencia de especies orgánicas de insignificante importancia, excepto en

áreas de aplicación de pesticidas de arsénico o actividad biótica (Davidson et

al., 1985).

La exposición humana a Asi a través del aire es generalmente muy baja y

normalmente son concentraciones en el rango de 0.4 a 30 ng/m3 (Geneva,

2001) La absorción de Asi inhalado es entre 30 y 85%, dependiendo de las

porciones relativas de vapor y materia particulada. La agencia de protección al

ambiente de EU estima que el público en general está expuesto en un rango de

aproximadamente 40 - 90 ng por día por inhalación. (Pontius et al,. 1994).

II.2 FUENTES ANTROPOGÉNICAS

Exceden en el ambiente a las fuentes naturales en una proporción de 3 a 1

(Woolson et al., 1983), debido a que el humano al utilizar los recursos naturales

libera Asi al aire, agua y suelo, además de afectar los concentraciones de Asi de

plantas y animales. (Piver, 1983).

Los principales productores de Asi han sido China, Rusia, Francia, México,

Alemania, Perú, Namibia, Suecia y E.U.A., contando con casi el 90% de la

producción mundial (Nelson, 1977). Durante los años 70’s, cerca del 80% del
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consumo de Asi fueron con propósitos agrícolas (U.S., 1973). El Asi fue

principalmente usado para la preparación de insecticidas y pesticidas. En 1955,

la producción mundial de arsénico fue de 37 000 toneladas. De esta cantidad,

10 800 toneladas fueron producidas en los Estados Unidos, sin embargo, su

consumo doméstico se excedió de 18 000 toneladas, utilizándose

principalmente como pesticida, en la forma de arsenato (Valle et al., 1960).

Los arsenicales inorgánicos, principalmente arsenito de sodio, fueron usados

desde 1890 como herbicidas, particularmente como esterilizantes de suelo no

selectivos (EPA, 1980).

El ácido de arsénico ha sido usado extensamente como un desecante de

algodón durante muchos años, 2 500 toneladas de ácido arsénico (H3AsO4)

fueron usados como desecantes de 1 222 000 acres de algodón en E.U.A. en

1964 (con una población de cerca de 495.000 hab.) (Fordyce et al., 1995).

El arsenato de cobre cromatado y el arsenato de cobre amoniacal en

combinación son usados en el 99% de los conservadores arsenicales de

madera (Perder, 1981).

Muchos compuestos de arsénico son usados para aditivos en alimentos, tales

como H3AsO4, ácido 3-nitro-4-hidroxi fenilarsónico, etc. Todos los ácidos

fenilarsónicos fueron usados como aditivos de alimentos por la Ley de Aditivos

de Alimentos de 1958 (Feed Additive Compendium, 1975).

Las virtudes medicinales del Asi han sido reconocidas por casi 2500 años. En

Austria, los campesinos consumían una gran cantidad de Asi para suavizar y

limpiar la piel, para engordar, para embellecer y darle lozanía a la figura y

también para mejorar el aliento (Solman, 1957).

Preparaciones medicinales comunes, las cuales contenían Asi, incluyen la

solución de Fowler (arsenito de potasio), la solución de Donovan (arsénico y

yoduros de mercurio), tabletas asiáticas (trióxido de arsénico y pimienta negra),

solución de Valagin (licor de cloruro de arsénico), cacodilato de sodio,
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arfenamina (Salvarsan), neoarfenamina, hidrocloruro de oxofernasina

(Marpharsen), artinol (Balarsen), acetarsona, triparsamida y carbasona. (Valle

et al., 1960).

Los compuestos de Asi son famosos por ser potentes venenos y son preferidos

como agentes suicidas y homicidas. La muerte de Napoleón Bonaparte se cree

que fue por envenenamiento por Asi (Marcelet, 1913).
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CAPÍTULO III

METABOLISMO.

El proceso de biotransformación y metilación del Asi ocurre principalmente en

el hígado y en mucha menor cantidad en otros órganos como el riñón y pulmón

(Rossman G. T., 2003). Los arsenicales inorgánicos son absorbidos por

intestino, metilados en el hígado y excretados a través de la orina (Hirano et al.,

2004) siendo excretadas con mayor rapidez las especies metiladas

pentavalentes que las inorgánicas (Marafante et al., 1987). El punto clave en el

metabolismo del Asi es la reducción repetitiva de las formas pentavalentes de

arsénico a formas trivalentes (Zhong et al., 2003), seguido de metilación

oxidativa a arsénico orgánico pentavalente (Thomas et al., 2001), resultando en

la producción de arsenicales pentavalentes metilados durante el metabolismo

hepático (Hirano et al., 2004). Además, la reducción del arsénico (tanto in vivo

como in vitro) está asociado con la formación de ROS (Qian et al., 2003) y la

inducción en la alteración en los sistemas antioxidantes, aunque poco se

conoce acerca de la relación entre el estrés oxidativo y la exposición crónica de

Asi en humanos (Ramírez et al., 2000, Kumagai et al., 2004).

Los radicales libres pueden ser definidos como moléculas o fragmentos de

moléculas que contienen uno o más electrones desapareados. La presencia de

electrones desapareados usualmente confiere un grado considerable de

reactividad en los radicales libres. Estos radicales derivados de oxígeno

representan la clase más importante de estas especies generadas en los

sistemas vivientes (Albores et al., 1989).

Dado que las mitocondrias son los principales sitios de generación de radicales

libres, también están altamente enriquecidas con antioxidantes incluyendo GSH

y enzimas, tales como la superóxido dismutasa (SOD) y la GPx, las cuales

están en ambos lados de sus membranas para minimizar el estrés oxidativo en

los organelos (Bowen H., 1979). Desde hace tiempo se conoce que generan

cantidades significativas de peróxido de hidrógeno, bajo condiciones

fisiológicas, la producción de peróxido de hidrógeno se estima en cerca de 2%
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del total de oxígeno captado por el organismo (Gulledge J. H, 1973). Los ROS

pueden generarse tanto de substratos exógenos como endógenos. Las fuentes

potenciales endógenas incluyen la mitocondria, el metabolismo del citocromo

P450, el metabolismo de los peroxisomas y la activación de células

inflamatorias (Mandal et al., 2002). En tanto dentro de los procesos exógenos

se encuentran agentes ambientales incluyendo carcinógenos y no-genotóxicos

que pueden inducir directamente ROS en las células.

Debido a que los ROS son oxidantes por naturaleza, influyen el estado redox y

pueden, de acuerdo a su concentración, causar respuestas duales como:

“proliferación celular” o “arresto del crecimiento y muerte celular”, el efecto de

los ROS en la proliferación celular ocurre “principalmente a bajas

concentraciones” de ROS (Valle et al., 1960, Chen et al., 1998). Las

concentraciones bajas de radical superóxido y peróxido de hidrógeno estimulan

la proliferación y aumentan la supervivencia en una gran variedad de tipos

celulares, además de jugar un papel muy importante como mensajeros

secundarios (Valle et al., 1960). Otro de los efectos que involucran a los ROS

en papeles fisiológicos es en respuesta celular a anoxia, en defensa contra

agentes infecciosos y en la función de un número de sistemas de señalización

celular, aunque por otro lado las concentraciones bajas de ROS inducen una

respuesta mitogénica. En contraste a concentraciones altas, los ROS pueden

ser importantes mediadores de daño a estructuras celulares, incluyendo lípidos,

y membranas, proteínas y ácidos nucleicos ya mencionados (Lui et al., 2001).

Aunque el efecto dañino de los ROS es eliminado en su mayor parte por la

acción de antioxidantes no-enzimáticos y de enzimas antioxidantes (Basu et al.,

2001), éste se puede acumular durante el ciclo de vida y se ha propuesto que

el daño relacionado con los radicales juega un papel importante en el desarrollo

de enfermedades dependientes de la edad tales como cáncer, arterosclerosis,

artritis, desórdenes neurodegenerativos y otras condiciones (Buchet et al.,

1985, Qian et al., 2003).
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III.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y ARSÉNICO.

La formación de peróxido de hidrógeno, anión superóxido, singulete de oxígeno

y radical hidroxilo se generan en muchas células en respuesta a la estimulación

por el Asi (Ramírez et al., 20001, Kitchin et al., 2003). Aunque de estos, se

asume que el radical hidroxil es la especie reactiva que directamente ataca al

DNA (108). Aunque el arsenito no reacciona directamente con el DNA, las

células tratadas con este metal revelan un daño oxidativo (Nordenson et al.,

1991, Huang et al., 1994, Lee et al., 1995, Fan etal., 1996, Hei et al., 1998,

Kessel et al., 2004).

El daño oxidativo al DNA y el entrecruzamiento DNA-proteínas son de las

lesiones más frecuentes al DNA encontradas en líneas celulares expuestas con

Asi (Bau et al., 2002).

Se ha propuesto que la formación de ROS por exposición a Asi se debe

principalmente a varias razones entre ellas: a) el sitio de ubiquitinación de la

cadena respiratoria, b) una disminución en el potencial membranal mitocondrial

celular, c) alteración en la concentración de glutatión reducido (GSH), d)

activación de NADH oxidasa y e) la oxidación de arsenito a arsenato (Qian et

al., 2003).

Además, del daño que puede producir la exposición a Asi por generación de

ROS, como las ya mencionadas, también puede producir oxido nítrico. Se ha

reportado que los agentes que reducen las concentraciones de ROS pueden

disminuir la citotoxicidad y la potencial mutagenicidad del metaloide. Por otro

lado, los productos asociados con este daño incluyen 8-hidroxi-

2´deoxiganosina, formamidopiridina y 8-oxoguanosina entre otros (Filippova er

al., 2003).

La producción de peróxido de hidrógeno por el arsenito parece estar

involucrada en la inducción de apoptosis en células NB4 (Hayakawa et al.,

2005), en células de ovario de hámster chino (Vasken et al., 2003) y en células

HeCat y CHO-K1 (Marcelet H, 1913).
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El Asi, además tiene un efecto directo en la respiración celular de la

mitocondria, este efecto ocurre cuando el Asi se une al ácido lipóico en la

mitocondria e inhibe la piruvato deshidrogenasa, como resultado se produce

una mayor cantidad de peróxido de hidrógeno, el desacoplamiento de la

fosforilación oxidativa, disminución de la respiración celular y un incremento en

la generación de ROS lo que conduce a hepatoxicidad y porfirinuria. Estos

síntomas de toxicidad por exposición a Asi se han visto más comúnmente con

exposición aguda pero también pueden ocurrir en exposición crónica a dosis

bajas (Patrick., 2003).

III.2 ABSORCIÓN

Aunque el mecanismo de transporte del arsenito a las células no está bien

establecido se ha propuesto que transportadores de iones orgánicos podrían

estar involucrados (Rossman G. 2003). A concentraciones equimolares, la

acumulación de arsenito en muchos tipos celulares es más rápida comparada

con el arsenato (Lemrman et al., 1983, Vega et al., 2001), lo que ha sugerido

que el arsenito es neutralizado a pH fisiológico y transportado por

acuagliceporinas (Rosen., 2002, Hirano et al., 2004, Kumagai et al., 2004) las

cuales transportan agua, glicerol y urea (Rosen., 2002, Lui et al., 2002) por lo

que puede ser fácilmente absorbido, en tanto, el arsenato entra a las células

vía los mecanismos de transporte de fosfatos, interfiriendo con el metabolismo

celular al remplazar el fosfato inorgánico en las reacciones enzimáticas,

incluyendo la fosforilación oxidativa en la mitocondria (Huang et al., 1996,

Waalkes et al 2002). Este mecanismo de entrada permite que el arsenito pase

a través de la membrana más rápido que el arsenato, el cual está cargado

negativamente (Rossman., 2003).

Aunque la metilación de arsénico ha sido considerada un proceso de

desintoxicación, debido a que la toxicidad de MMAV y DMAV es mucho más

baja que la del Asi (Tanaka-Kagawa et al., 2001, Zhong et al., 2003, Hirano et

al., 2004), el MMAIII es más citotóxico y genotóxico que el arsenito y arsenato

(Marafante et al., 1987, Tanaka-Kagawa et al., 2001, Zhong et al 2003, Kitchin

et al., 2003) y el DMAIII es más tóxico que las especies inorgánicas (Hirano et
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al., 2004). De tal manera la metilación ha sido revisada más como un proceso

de bioactivación que un proceso de biotransformación (Rosenfeld et al., 1990).

Con base a reportes previos se conoce que el arsenito es más tóxico que el

arsenato y las especies orgánicas metiladas pentavalentes menos tóxicas que

las inorgánicas tanto in vivo como in vitro por el orden de 10-3 a 10-4. Por lo que

el orden de toxicidad de los compuestos de arsénico es como sigue:

DMAIII, MMAIII > AsiIII > AsiV > DMAV, MMAV> TMAO (Sakurai et al., 2002,

Hirano et al., 2004).

De tal forma la elucidación de la ruta metabólica del arsénico ha cambiado

nuestro entendimiento del significado de la metilación (Thomas et al., 2004).

III.3 ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA BIOTRANSFORMACIÓN DEL

ARSÉNICO

La metilación del Asi es un punto de debate e interés en el campo toxicológico

debido a que la habilidad de metilar y eliminar el arsénico es influenciada por la

nutrición, género, estilo de vida y el polimorfismo genético individual. Esto

parece ser una variación significativa individual en la habilidad para metabolizar

al Asi (Patrick., 2003).

Recientemente se ha reportado que la enzima responsable de la metilación

tanto para AsiIII como para MMAIII es la arsenicometiltransferasa (As3MT)

anteriormente identificada como cyt19 (Zhong et al., 2003, Hirano et al., 2004).

La reducción de arsénico pentavalente parece también estar bajo la

responsabilidad de la As3MT, en presencia de reductores endogenos como el

GSH, ácido lipoico y el sistema tioredoxina (Waters et al, ).

La glutatión-S-transferasa (GSTs) constituye una familia de enzimas

multifuncionales que utiliza GSH en reacciones que contribuyen a la

biotransformación de xenobióticos (Tanaka-Kagawa et al., 2003),

desintoxicación de ROS (Schuliga et al., 2002) y disposición de un amplio

rango de compuestos exógenos y endógenos, se expresa en un amplio rango
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de tejidos del humano incluyendo hígado, macrófagos, células de la glia y

células endocrinas. Se ha encontrado que esta enzima cataliza la reducción de

MMAV, el cual es la especie limitante en la reacción de biotransformación del

arsénico inorgánico (Tanaka-Kagawa et al., 2003).

Anteriormente se especuló que la glutatión-S-transferasa Omega 1-1 (GSTO 1-

1) reduce el MMAV a ácido monometilarsenoso (MMAIII) (Zakharyan et al.,

2001), utilizando GSH como reductor. Aunque hay evidencia que sugiere que la

oxidación de arsénico trivalente, MMAIII y DMAIII, a sus respectivas formas

menos tóxicas +5, es causada por la generación de peróxido de hidrógeno

formado por el metabolismo de la Xantina oxidasa (Vasken et al., 2003) (Fig.

1).
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Figura 1. Metabolismo del arsénico
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III.4 ELIMINACIÓN

En cuanto a la eliminación de estos compuestos se ha reportado que humanos

expuestos a Asi excretan vía orina 10-30% de Asi, 10-20% MMA III+V y 60-80%

de DMA III+V, sin embargo, algunas poblaciones difieren con estos datos (Vahter

et al., 2001).

El metabolito mayoritario en orina en áreas donde la exposición ambiental de

Asi es alta es el ácido dimetilarsínico (DMAV), siendo los metabolitos

arsenicales orgánicos los que se han detectado con mayor facilidad en

muestras de orina proveniente de gente expuesta a concentraciones altas del

metaloide, en tanto que las especies trivalentes ha sido difícil detectarlas

(Hirano et al., 2004). En estudios realizados en roedores y humanos ingiriendo

DMAV, se ha visto que mucho de este compuesto es excretado rápidamente y

sin cambio, pero aproximadamente 5% es convertido a óxido de

trimetilarsénico (TMAO) (Buchet et al., 1981, Marafante et al., 1987).
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CAPÍTULO IV

EFECTOS CELULARES Y TOXICIDAD DEL ARSÉNICO.

La exposición crónica Asi
III causa un amplio rango de efectos tóxicos por lo que

este metaloide ha sido considerado como un carcinógeno en humanos por la

Internacional Agency for Research on Cancer en 1987 (Thomas et al 2004), por

otro lado hay reportes en Japón y Taiwán que indican que el Asi
Iactúa como co-

carcinógeno, ya que en poblaciones expuestas al Asi en el agua de bebida, se

ha observado un incremento en cáncer de pulmón en fumadores comparado

con no fumadores sugiriendo un sinergismo (Chiou et al 1995, Tsuda et al.,

1995). Aunque este metaloide ha sido reportado como un co-carcinógeno

humano, paradójicamente se sigue usando en el tratamiento de leucemia

promielocítica aguda. Por otro lado, estudios en animales han mostrado que el

Asi funciona como un co-mutágeno y es un promotor de tumor (Zhang et al.,

2003).

Una exposición crónica de Asi está asociada con el riesgo de cáncer de pulmón

en humanos, además de carcinoma hepatocelular, angiosarcoma, cirrosis y

esclerosis hepatoportal (Patrick., 2003). Así mismo, se ha reportado que la

exposición crónica a las especies inorgánicas de este metaloide está asociada

con cambios crónicos en el hígado. Así como desarrollo de ascitis en dosis

terapéuticas por periodos prolongados (Bang, 1974).

En estudios epidemiológicos se ha mostrado una fuerte asociación entre la

exposición ocupacional crónica al Asi y diversos efectos adversos para la

salud, incluyendo enfermedades cardiovasculares, defectos neurológicos y

cáncer de pulmón, piel, vejiga, hígado y riñón, anemia, neuropatía periférica,

así como irritación de mucosas (Patrick, 2003, Zhang et al., 2003, Wen et al.,

2004) incluyendo cavidad oral, faringe, intestino delgado e intestino grueso

(Enterlline et al., 1995).

Las cuatro principales áreas de investigación en el efecto celular tóxico de la

exposición a Asi son: 1) inducción de mutaciones y aberraciones

cromosómicas, 2) alteración en las señales de transducción, control del ciclo
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celular, diferenciación y apoptosis, 3) daño directo ocasionado por el estrés

oxidativo y 4) alteraciones en la expresión génica. Ninguno de estos

mecanismos es exclusivo y se ha observado que el estrés oxidativo influye

sobre todos de manera directa o indirecta (Patrick, 2003).

Estudios recientes indican que la exposición a este elemento induce la

proliferación celular asociado a un incremento en la proteína p53 y un

incremento transitorio de p21 (Hernandez-Zavala et al., 2005). Aunque el

proceso involucrado en la carcinogénesis con Asi permanece como un enigma,

una variedad de mecanismos, tanto genotóxicos y no genotóxicos, se han

propuesto para explicar la carcinogenicidad del Asi a nivel celular y molecular

(18).

Estudios in vivo e in vitro han mostrado que los arsenicales causan

anormalidades cromosómicas, incluyendo elevación de la frecuencia de

micronúcleos, intercambio y rompimiento de cromátidas hermanas,

aberraciones cromosómicas y amplificación génica. Se ha reportado que

induce oxirradicales, daño al DNA y cromosomas, inhibe la reparación del DNA

y modula la metilación del DNA en células de mamíferos (Gurr et al., 1993,

Filippova et al., 2003, Zhang et al., 2003).

El daño al DNA típicamente conduce a respuestas celulares diseñadas para

detener la replicación del DNA dañado, esto induce la expresión de p53. Esta

inducción sido propuesta como indicador de daño (Filippova et al., 2003,

Kitchin., 2001). Datos reportados demuestran que el tratamiento con Asi

trivalente (Wen et al., 2004) así como el DMAIII y el MMAIII causan rompimiento

de las cadenas sencillas de DNA (Perker,. 1981, Wen et al., 2004, Soto-Reyes

et al., 2005) y amplificación génica, por lo cual es aceptado como agente

clastogénico (Wen et al., 2004). Por otro lado, hay reportes que indican que la

administración de DMAV causa rompimiento de cadenas sencillas en pulmón de

ratón, pero no en hígado o en riñón (Arnold et al., 1999, Yamanaka et al.,

1991).
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Los principales determinantes del modo de acción de los arsenicales son el

estado de valencia (estado trivalente es casi siempre más potente que el

estado pentavalente), el grado de metilación, su carga a pH fisiológico, la

atracción electrostática y repulsión a sitios activos en macromoléculas

importantes (DNA, RNA y proteínas). Factores farmacocinéticos tales como

absorción, distribución, metabolismo, unión a proteínas y excreción son

importantes para todas las formas químicas de arsénico a las cuales los

humanos y animales están expuestos (Zhong et al., 2003).

Un probable mecanismo de toxicidad del Asi es oxidando proteínas e

inhibiendo enzimas que contienen grupos sulfhídrilo. Esta ultima actividad

describe los efectos de las especies arsenicales trivalentes las cuales son más

potentes en la inhibición enzimática y generando ROS (Schuliga et al., 2002,

Gurusamy et al., 2004, Hirano et al., 2004), mientras que las formas

pentavalentes podrían remplazar el fosfato de las moléculas de alta energía

(arsenólisis). Aunque hay reportes que indican que el Asi inicia su toxicidad al

inducir un daño oxidativo (Schuliga et al., 2002, Gurusamy et al., 2004) y un

subsecuente incremento en las concentraciones de GSH (Schuliga et al.,

2002), esto no está del todo claro, pues estudios diferentes indican que el

tratamiento con arsenito de sodio disminuye significativamente las

concentraciones de glutatión (GSH), la actividad de la SOD (ó, la actividad de

glutatión peroxidasa (GPx), así como de la catalasa (Gurusamy et al., 2004).

La tolerancia al Asi ha estado relacionada con diversos cambios metabólicos,

los cuales incluyen síntesis de diferentes proteínas de choque térmico (Lee et

al., 1989), metilación de Asi (Aposhian., 1997), hiperinducibilidad del gen de

metalotioneina (Zhao et al., 1997) y disminución en la acumulación de arsénico

intracelular al incrementar la excreción de este metal (Wang et al., 1993,

Zaman et al., 1995, Romach et al., 2000, Lui et al., 2001), siendo esta última

probablemente uno de los más importantes eventos en la adquisición de

tolerancia (Wang et al., 1993, Romach et al., 2000, Lui et al., 2001).

Aunque el mecanismo celular exacto de carcinogénesis del Asi no está del todo

claro, pues como se mencionó anteriormente se cree que puede actuar como
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co-carcinogénico y promotor de tumor más que iniciador del mismo (Patrick,

2003). Hay resultados que indican que el Asi induce carcinogénesis in vivo por

inducción de un amplio espectro de cambios en la transducción de señales,

incluyendo las alteraciones en la diferenciación celular, proliferación y

apoptosis (Qian et al., 2003), asociando a estos cambios celulares la

generación de estrés oxidativo (Zhong et al., 2003, Yamanaka et al., 2004).

Todos los tumores contienen alteraciones genéticas, incluyendo cambios

sutiles en las secuencias de DNA, amplificación génica, pérdida total de

cromosomas, ganancia, translocación y aneuploidia. La transformación celular

maligna inducida por la exposición a Asi ha mostrado una asociación con

hipometilación de DNA, incremento en la secreción de metaloproteinasa-9 y

retraso en la mutagenesis, dado que la exposición a Asi induce cambios

genéticos y epigenéticos durante el desarrollo del cáncer y la forma en que los

favorece permanece sin elucidarse (Wen et al., 2004).

Diversos estudios han mostrado que a dosis bajas la exposición a Asi estimula

la proliferación de células de mamíferos. Mientras que exposiciones

prolongadas a concentraciones bajas causan un incremento en la

transformación neoplásica de células murinas JB6 CI41, una transformación

blastoide de linfocitos humanos y transformación maligna de la línea celular

TRL 1215 (epitelio de hígado) y de RWPE-1 (epitelio de próstata humano).

Así mismo, se ha observado que en periodos de exposición de 2 años a 50

ppm en el agua, el Asi actuó como un carcinógeno, causando transición a

células de carcinoma (Wei et al., 1991), así como un incremento en la

tolerancia a exposiciones crónicas y la expresión aberrante de genes

involucrados en la regulación de una variedad de funciones celulares,

incluyendo la transducción de señales, la respuesta a estrés, apoptosis y

proliferación celular (Tabla 1).

Estos estudios sugieren que una exposición crónica a dosis bajas del metal

produce cambios celulares que promueven la transformación celular inducida o

el desarrollo de tumor (Wen et al., 2004).
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Tabla 1. Genes que el arsénico afecta su expresión

SOBRE EXPRESION DE GENES INDUCIDOS POR LA EXPOSICIÖN A ARSÉNICO INORGANICO

Genes de estrés y genes relacionados con daño al DNA Efectores y moduladores de las señales de transducción
Cinasa1 regulada por señal extracelular (ERK1)

Proteina cinasa 5 activada por mitogenos (MAPKK5)

Proteína cinasa C tipo d (PKC-d)

Ral A, proteína de unión a GTP

Transducción b3, proteína de unión a GTP,

Proteína G RK4 ras

Proteína relacionada a ras-m

Annexina 1

Proteínas relacionadas con Apoptosis

Caspasa-1 y 3

BAX-a y bcl -x

Activador de apoptosis harakiri (HRK)

Citocinas y Componentes relacionados con citocinas

Superóxido dismutasa 1 (Cu,ZN SOD)

Glutatión- S-transferasa-p (GST-p)

Glutatión- S-transferasa microsomal (MGST1)

Proteína de resistencia a multifármacos (MDR1) y MDR2

Proteína asociada a resistencia de multifármacos (MRP)

Proteína de choque térmico 70-kDa (hsp-70) y hsp-90

Proteína inducible al daño al DNA y arresto de crecimiento

(GADD45)

Proteína de estrés del retículo endoplásmico (ERP72)

Proteína relacionada con glucosa 78-kDa (GRP78)

DNA mismatch repair protein MSH2

Glutatión peroxidasa-1

Early response growth protein-1

ICAM-1, CD14 LPS receptor, IL-6 receptor, NF-kB p65 y p105 Receptor de Interleucina-1, 6 y 7

Sintetasa inducible del óxido nítrico (iNOS)

Factor de necrosis tumoral-α (TNF-α)

Factor (GM-CSF)
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Otras categorías.Receptores de hormonas y factores de crecimeinto

Factor de crecimiento epidermal

VEGE receptor-1

Proteína de unión 1a IGF (IGFBP-1)

Hormona Nuclear ROR-alpha

Factor de crecimiento similar a insulina ligado a la proteína 6

(IGFBP6)

Factor 10 de crecimiento de fibroblastos (PGF 10)

Fibrinogeno

Factor de crecimiento endotelial vascular D (VEGF-D)

Endotelina-1 (ET-1)

Receptor de Prostaglandinas E2

Reguladores del ciclo celular

Ciclinas D1, D2 y D3.

Inhibidor cinasa dependiente de ciclina 1

Citoqueratina-18 Tipo 1

XPAC

RXR proteína de interacción RIP15

Hemo proteína

Protooncogene Tie-2
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INHIBICIÓN DE LA EXPRESION DE GENES INDUCIDA POR ARSÉNICO.

Genes relacionados al daño de DNA y estrés Citocinas y Componentes relacionados con citocinas

IL-4

NADPH P450 reductasa

Granulocyte-macrophage colony-stimulated

Receptor de Interleucina 2, 10 y 15

Receptor- a del Factor de necrosis tumoral (TNFR1)

Receptores de hormonas y factores de crecimiento

Moduladores y efectores de las señales de Transducción

c-jun N-terminal kinase (JNK1)

Proteína cinasa activada por mitogeno p38 (MAPK p38)

Subunidad reguladora de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI-3K)

Calmodulina

Proteínas relacionadas a Apoptosis

Receptor de la hormona folículo estimulante

Proteína de unión a Andrógeno

Receptor de la hormona de crecimiento

Receptor de estrógeno

Factor de crecimiento tipo insulina I (IGF-I) y IGF-II

Proteína de unión a Heparina

Reguladores del ciclo celular

NINGUNO

bcl-2

CD 3OL receptor

Antigeno de Fas ligando (Fasl)

CD 25 protein

Nur 77 early response protein

Presenilin 2

Clusterin

Caspasa-1 (ICE)

Caspasa-2 y 11

Proteína BAD

Otras categorías
MmRad52
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IV.2 ESTRÉS OXIDATIVO

El término estrés oxidativo se refiere a una situación en la cual las células son

expuestas a un desequilibrio en los concentraciones de oxígeno molecular o

sus formas reducidas tales como anión superóxido (O2
), peróxido de

hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH), singulete de oxígeno (1O2) y radical

peroxilo (LOO), así como el óxido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO), las

cuales son referidas como especies reactivas de nitrógeno (178). El H2O2

principalmente emerge de una desproporción intra y extracelular de superóxido

por la superóxido dismutasa. El radical hidroxilo se puede derivar del

superóxido a través de la reacción de Haber-Weiss, sugiriendo que la

generación de superóxido es probablemente la fuente primaria de otras ROS

(Kumagai et al., 2004). Es conocido que los ROS reaccionan con todos los

componentes del DNA, dañando a las purinas y pirimidinas, además del enlace

desoxirribosa (Reichert et al., 1921, Peterson et al., 1981, Fordyce et al., 1995,

Ramírez et al., 2000), además, las lesiones al DNA están asociadas con 8-

hidroxi-2´deoxiguanosina (8-OHdG) como el mayor aducto ocasionado a esta

macromolécula (Fig. 2), entre otras lesiones asociadas a los ROS se

encuentran la lipoperoxidación, la modificación proteica, o bien la alteración en

las defensas anti-oxidantes. (Qian et al., 2003). La modificación permanente

del material genético resultado de este daño oxidativo representa el primer

paso involucrado en la mutagénesis y carcinogénesis. Como dato, más de 100

productos han sido identificados que oxidan el DNA (Reichert et al., 1921,

Fordyce et al., 1995).

Figura. 2. Reacción de la guanina con el radical hidroxil. (Valko et al., 2006).

Hay dos mecanismos principales por los cuales los metales tóxicos pueden

dañar a las células. Primero, pueden unirse directamente a las moléculas e

inducir cambios conformacionales o cambios fisiológicos en el lugar de unión al
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metal, alterando la función celular normal. Segundo, pueden actuar como

centros catalíticos de reacciones redox que producen ROS capaces de dañar

una gran variedad de macromoléculas (Qian et al., 2003).

La inducción de estrés oxidativo y daño se ha observado seguida a la

exposición de varios xenobióticos. Estos involucran compuestos clorados,

metales, iones, radiación y barbitúricos (45).

En la biología de los radicales libres se ha adoptado el término “biomarcador”

para describir aquellos daños causados en el ataque por ROS. Este es el

término estándar para cualquier lista de cambios en los sistemas biológicos

relacionados a una exposición a estas especies. Los biomarcadores de estrés

oxidativo pueden ser clasificados en diversos grupos: ROS propiamente, daño

oxidativo de los productos iniciales o finales de los radicales libres y enzimas

antioxidantes. Esta clasificación está basada en el hecho de que es usualmente

difícil detectarlos directamente, pues son altamente reactivos y tienen un

tiempo de vida media corta. Además, el incremento en la formación de ROS no

necesariamente causa un daño oxidativo a macromoléculas celulares, puesto

que pueden ser desintoxicados por los sistemas de defensa antioxidantes. En

este sentido, los análisis de productos de degradación de macromoléculas

dañadas tales como lípidos, proteínas y DNA, sirven para reflejar si un daño

oxidativo ha ocurrido (Gustafsson et al., 2005).

El monitoreo del ambiente y la evaluación del riesgo a la exposición de agentes

xenobióticos, se realiza utilizando sistemas de pruebas biológicas, los

marcadores de respuesta biológica y de enfermedad no pueden identificar el

tóxico que produjo el daño, pero sí indican al investigador qué el daño ha

ocurrido. En ellos se intenta establecer la existencia, naturaleza o grado del

daño tóxico provocado por un agente y da pautas acerca del mecanismo de

acción a través de indicadores o biomarcadores (Ramírez et al., 2000).
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IV.2.1 OXIDACION DE PROTEÍNAS

La oxidación de proteínas por los ROS está asociada con la formación de

muchos tipos de entrecruzamientos inter e intra proteínas, incluyendo los

siguientes: 1) por adición del grupo amino de la lisina al grupo carbonilo de una

proteína oxidada; 2) por interacción de dos radicales carbono obtenidos por la

abstracción dirigida por el radical hidroxilo del hidrógeno de la cadena del

polipéptido; 3) por la oxidación de los grupos sulfhidrilo de los residuos de

cisterna para formar entrecruzamientos –S-S- y 4) la oxidación de residuos de

tirosina para formar -tyr-tyr- (Hei et al., 1998).

Los residuos de proteínas cisteína y metionina son particularmente

susceptibles a la oxidación por ROS (Davidson et al., 1985).

El Asi es altamente reactivo con grupos sulfhidrilo resultando en modificaciones

de varias proteínas y enzimas (Filippova et al., 2003). La inducción de

metalotioneína (MT) se ha observado en células y ratones después del

tratamiento con arsenito, la sobreexpresión de esta proteína da algo de

protección contra la toxicidad contra la exposición al arsenito (Albores et al.,

1992, Lui et al., 2000, Romach et al., 2002). Otra proteína inducible por daño al

DNA es la GADD153 que es sobreexpresada como resultado de exposición a

arsenito y puede ser suprimida por el antioxidante N- acetilcisteina (NAC) (138).

La expresión de HO-1 y citoqueratina 18 (CK18) han sido sugeridas como

biomarcadores de exposición a Asi (Menzel et al., 1998, Ramírez et al., 2000),

lo mismo que un indicador de estrés oxidativo (Stocker et al., 1987, Applegate

et al., 1991, Ryter et al., 2002).

IV.2.2 LIPOPEROXIDACIÓN.

Es conocido que los metales inducen la generación de ROS resultando en el

ataque no sólo del DNA en el núcleo, sino también de otros componentes

celulares involucrando residuos de fosfolípidos de los ácidos grasos

poliinsaturados, los cuales son extremadamente sensibles a la oxidación (Li.,
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1982, Geneva., 2001). Bajo condiciones de estrés, los lípidos de la membrana

son oxidados a varios aldehídos (Uchida., 2000). Estos aldehídos están

involucrados en eventos patofisiológicos asociados con estrés oxidativo en

células y tejidos (Tsuchiya et al., 2005) y han sido clasificados en tres familias:

a) 2-alquenos, b) 4-hidroxi-2-alquenales tales como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)

y 4-hydroxi-2-hexenal (HHE) los cuales son los aldehídos predominantes

generados durante la peroxidación y c) cetoaldehídos. HNE tiene una gran

estabilidad y reactividad (Esterbauer et al., 1991) y son en gran parte

responsable de muchos tipos de daño celular asociado con el estrés oxidativo y

se genera al reaccionar los ROS con ácidos grasos poliinsaturados 6n. El HNE

se une covalentemente a residuos de cisteína, lisina o histidina (Uchida., 2003).

Estos aductos han sido detectados en diversas enfermedades, por ejemplo, en

el cerebro de pacientes con Alzheimer (Lauderback et al., 2001, Markesbery et

al., 1998) y en lipoproteínas de baja densidad en lesiones de arterosclerosis

(Rosenfeld et al., 1990).

IV.3 SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN Y ARSÉNICO.

Las células se comunican entre sí y responden a estímulos extracelulares a

través de mecanismos biológicos llamados de señalización celular o

transducción de señales (Woolson et al., 1983, Pontius et al., 1994). La

transducción de señales es un proceso que permite a la información ser

transmitida desde fuera de la célula a varios elementos dentro. Las señales de

transducción se disparan por señalización extracelular tales como hormonas,

factores de crecimiento, citocinas y neurotransmisores (Piver et al., 1983). Las

señales mandadas a la maquinaria de trascripción son responsables de la

expresión de ciertos genes, normalmente transmitidos al núcleo por una clase

de proteínas llamadas factores de trascripción. Por unión específica a

secuencias de DNA, estos factores regulan la actividad de la RNA polimerasa

II. Estos procesos de transducción de señales pueden involucrar varias

actividades biológicas, tales como contracción muscular, expresión génica,

crecimiento celular y transmisión nerviosa (Nelson., 1977), entre otras.
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Diferentes lesiones al DNA pueden iniciar rutas de señalización comunes que

colectivamente son referidas como respuestas de daño al DNA (Rouse et al.,

2002). Como ejemplo, una regulación inadecuada en la fosforilación de

tirosina, puede consecutivamente elevar la fosforilación de esta, lo que está

directamente relacionado con señalización celular aberrante y crecimiento

celular descontrolado tanto en cultivo como en el desarrollo del cáncer (Qian et

al., 2003).

La alteración crónica de las rutas de transducción debido a los cambios en los

concentraciones redox puede jugar un papel importante en la oncogénesis

inducida por la exposición al Asi (Figura 3) (Schiliga et al., 2002) y en efectos

celulares relacionados, como la modificación en función, expresión y estructura

de proteínas.

Figura. 3. Regulación de la expresión génica por parte de la exposición a arsénico inorgánico

(Hamilton et al., 1998)

Se ha postulado desde hace tiempo que los genes inducibles son afectados

fuertemente por daño al DNA por agentes químicos. La exposición al Asi

induce la fosforilación e incrementa la expresión de hsp27, además incrementa

la expresión de hsp70 y hsp90 a través de factores de choque térmico, induce

HO-1, MDR1 y reduce la expresión génica de quinona, por otro lado induce

tanto transcripcional como porstranscripcionalmente la expresión de MT

(Hamilton et al., 1998).

Neevia docConverter 5.1



28

En estudios previos se encontró que la exposición de las células al Asi

incrementó de manera dosis dependiente la fosforilación celular total. Un

mecanismo opuesto es que el Asi puede interaccionar directamente con el

receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) para inducir un cambio

conformacional o su dimerización, resultando en su activación. La activación

del EGFR en respuesta a la estimulación por Asi recluta a Shc y fosforila su

residuo de tirosina, el cual resulta en el aumento de las interacciones entre Shc

y Grb2. Las señales son entonces dirigidas a proteínas de señalización río

abajo. Ha quedado demostrado que la fosforilación de EGFR fue responsable

directo de la activación de MAPK (Qian et al., 2003).

Aunque se ha observado que el Asi induce arresto del ciclo celular, se sabe

que en la línea celular HT1197 de cáncer de vejiga induce daño al DNA y

activa los puntos de control del ciclo celular, sin embargo el mecanismo aún no

está claro, se ha demostrado que en periodos cortos la proteína p21 disminuye

su concentración, sugiriendo una degradación (Xie et al., 2002, Hernández-

Zavala et al., 2005) a través de la ruta de ubiquitina y que los bajos

concentraciones de p21 no son capaces de inhibir la actividad del complejo

ciclina E-CDK2, como consecuencia Rb puede ser fosforilada permitiendo la

transcripción de los genes regulados por el factor de transcripción E2F y la

progresión del ciclo celular hacia la fase S, causando una desregulación del

ciclo y promoviendo el desarrollo del cáncer (Hernández-Zavala et al., 2005)).

Por otro lado, en células de fibroblastos humanos normales W138, se observó

que a dosis bajas (0.1M) de arsenito hay un modesto incremento de la p53.

Los efectos tóxicos sólo se pudieron observar en concentraciones de 50μM, al

incrementar las concentraciones de p53 después de una exposición de 18h

(Vogt et al., 2001). El mecanismo por el cual el arsenito causa amplificación

génica puede estar relacionado con la alteración de la actividad de p53. La

regulación de la actividad de p53 es compleja e involucra modificaciones

covalentes tales como fosforilaciones, oxidación de cisteínas, acetilación o

interacción proteína-proteína. La actividad de p53 es inhibida en levaduras

nulas a tioredoxina reductasa y este efecto fue atribuido a la presencia de

tioredoxina oxidada (Merwin et al., 2002).
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Existe evidencia que indica que el Asi puede activar tres clases de MAPKs en

una gran variedad de líneas celulares en una manera dependiente de tiempo.

El Asi puede activar MAPKs en concentraciones de un rango de 0.1 a 500M.

La activación individual de MAPKs por el Asi involucra diferentes rutas de

señalización. La activación de ERKs y p38 parece estar mediada por la ruta de

Ras/Raf/Mek, mientras en la activación de JNKs se ha propuesto que está

involucrada la Rac, Rho y MEKK3-4. Estudios han demostrado que el

tratamiento con Asi inhibe la actividad de JNK e incrementa la actividad de p38

y ERK en células transformadas. La apoptosis inducida por JNK revela que la

expresión de Bcl-xL y Bcl-2 (dos proteínas antiapoptóticas) se incrementa

mientras la expresión de Bax (proteína pro-apotótica) disminuye, lo que indica

que la exposición con Asi conduce a la inhibición de la apoptosis en células

transformadas (Qian et al., 2003).

NF-B es un factor de trascripción que regula una variedad de procesos

celulares, incluyendo la interacción célula-célula, comunicación intracelular,

reclutamiento o trasmigración celular, amplificación de señales patogénicas

primarias e iniciación o aceleración de carcinogénesis. NF-KB es capaz de

translocarse al núcleo para activar la trascripción. La activación de NF-KB

inducida por Asi es tiempo y dosis dependiente, concentraciones bajas y no

citotóxicas de arsénico (1-10M) usualmente activan NF-KB (Barchowsky et al.,

1999), mientras concentraciones mayores a 10M inhiben este factor de

transcripción. Se ha encontrado que la generación de ROS esta involucrada en

la activación de NF-KB inducida por Asi en células endoteliales (Qian et al.,

2003).
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Figura 4. Regulación de la transducción de señales por los ROS (Valko et al., 2006)
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CAPÍTULO V

FILAMENTOS INTERMEDIOS.

En un inicio muchos biólogos moleculares consideraron al citoplasma de las

células como una bolsa biológica en donde importantes moléculas flotan e

interactúan unas con otras. Una cuidadosa inspección de esta bolsa bajo el

microscopio reveló una asombrosa red de proteínas fibrosas a lo largo del

citoplasma (Paramio et al., 2002). El término citoesqueleto fue acuñado para

describir proteínas como peldaños insolubles en detergentes (Porter et al.,

2003).

El citoesqueleto consiste de diversas mayas de filamentos que se extienden de

la membrana plasmática a la envoltura nuclear, e incluso en el interior del

núcleo, juega un papel importante en el anclaje de las células con sus vecinas

y a la matriz extracelular vía uniones celulares especializadas (Columbe et al.,

2001, Ramaekers et al., 2004). Es la fracción mayoritaria del total de la proteína

celular, aproximadamente 80%. Está involucrado en la maquinaria que regula

la dinámica y estructura de las células vivas incluyendo mantenimiento de la

forma, movimiento, replicación, apoptosis, diferenciación y señalización celular

(Ramaekers et al., 2004).

El citoesqueleto está compuesto por tres proteínas mayoritarias que forman

filamentos estructurales que corren a través de la célula: microfilamentos

(filamentos de actina), microtúbulos y filamentos intermedios. Los microtúbulos

y microfilamentos están formados por proteínas globulares altamente

conservadas en tanto los filamentos intermedios están construidos por

proteínas filamentosas con un dominio central -hélice (Paramio et al 2002,

Ramaekers et al., 2004, Ku et al., 1999).

El núcleo también contiene estructuras de soporte, tales como la lámina

nuclear, la cual contiene una subfamilia de proteínas: los filamentos

intermedios. Estructuras similares a andamios deben existir debajo de la

membrana plasmática de tipos celulares específicos, relacionados con
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funciones como: motilidad celular; proliferación celular; control y mantenimiento

de la morfología celular y estabilidad del tejido; comunicación y transducción de

señales internas (Ramaekers et al., 2004) y respuestas a estrés y transporte

vesicular, entre otras (Ku et al., 1999, Pollard., 2003).

Los filamentos intermedios se dividen en 5 grupos mayoritarios, los grupos más

grandes de estas proteínas son las queratinas tipo I (K9-K20) y II (K1-K8). Las

queratinas se encuentran asociadas no covalentemente en heteropolímeros (4,

29), dada la naturaleza heteropolimérica obligada de las queratinas todas las

células epiteliales expresan por lo menos una tipo I y otra tipo II en una

estequiometría 1:1 (Ku et al., 1999, Toivola et al., 2002, Omary et al., 2002,

Zhong et al., 2003).

Las funciones de las queratinas se pueden dividir en dos categorías:

mecánicas y no mecánicas. El papel de las queratinas hepáticas y no

hepáticas proporcionando integridad mecánica celular ha sido bien establecido,

la naturaleza mecánica del estrés que el hepatocito puede experimentar esta

relacionado con cambios hemodinámicos que ocurren en asociación con daño

hepático (Omary et al., 2002). La mayor función de las queratinas es actuar

como un peldaño elástico adaptable concediendo a las células epiteliales la

habilidad para soportar tanto un estrés mecánico como uno no mecánico

(Coulombe et al., 2002).

Evidencia reciente sugiere que las queratinas protegen a las células de daño

no mecánico por diversos mecanismos que pueden incluir: regulación de las

cascadas de señalización, regulación en la disposición de proteínas así como

de proteínas blanco de diversos compartimentos subcelulares (Omary et al.,

2002, Kim et al., 2005).

Los filamentos intermedios están asociados con un amplio rango de

enfermedades humanas que reflejan su diversidad y distribución, los

desórdenes incluyen enfermedades en la piel, cardiomiopatías, distrofia

corneal, leucoqueratosis oral, enfermedades laminares, enfermedades del

hígado y un subgrupo de esterosclerosis amiotrópica lateral (Omary et al.,
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2002) así como problemas cardiovasculares, neurodegeneración, cáncer,

cirrosis hepática y fibrosis pulmonar (Ramaekers et al., 2004). Así mismo, se

han asociado las mutaciones de queratinas con desórdenes en la fragilidad de

la piel constituyendo uno de los ejemplos más fuertes de desórdenes del

citoesqueleto (Malean et al., 1995).

Las queratinas tienen una estructura molecular básica común para todos los

filamentos intermedios (Fig. 5). Un dominio de vara central con cerca de 310

aminoácidos, la cual es responsable de la dimerización y la polimerización

ordenada. Este dominio existe en cuatro segmentos helicoidales interrumpidos

por tres no helicoidales (L1, L2, L3) y una aparentemente hélice de polaridad

reversa, la secuencia stutter usualmente indicada como S. El dominio vara es

flanqueado por la cabeza globular más variable (amino terminal) y la cola

(carboxilo terminal) Dos regiones cortas al inicio y al final de los dominios vara,

el límite de la hélice, muestra un remarcado grado de conservación evolutiva.

El dominio vara tiene secuencias altamente conservadas con cada una de las

isoformas de los filamentos intermedios y estas, junto con las secuencias

cabeza y cola y la posición de los intrones, proporcionan la base para la

clasificación en tipos I a VI.

Se piensa que las CK8 y 18 son el par más viejo en términos de evolución, ya

que son las primeras queratinas embrionarias en expresarse en el oocito y la

preimplantación blastocística.

Figura 5. Estructura general de las queratinas.

V.1 CITOQUERATINA18 (CK 18)
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El epitelio simple encontrado en el hígado, intestino y páncreas expresan

combinaciones únicas de CK7, CK8, CK18, CK19 y CK20 (Toivola et al., 2002).

Los hepatocitos, normalmente expresan sólo las queratinas 8 (tipo II) y la 18

(tipo I) (Zatloukal et al., 2004, Ku et al., 1999, Fausther et al., 2004). CK8/CK18

están distribuidas como una red de filamentos citoplásmicos o como una cinta

justo debajo de los microfilamentos rodeando la membrana plasmática (Omary

et al., 2002).

Actualmente se ha empezado el estudio de las queratinas del citoesqueleto en

enfermedades hepáticas y se ha observado que los filamentos intermedios son

blancos de muchas enfermedades, entre ellas esteatohepatitis alcohólica y no

alcohólica, toxicosis por cobre y colestasis. El estudio con ratones knock-out

de queratinas ha proporcionado una visión del papel que estas proteínas

juegan en los hepatocitos: proporcionan estabilidad mecánica y son un

elemento clave en la estructura celular y constituyen un blanco al estrés tóxico

(Ramaekers et al., 2004).

V.2 CITOQUERATINA 18 Y ENFERMEDAD

Las mutaciones en CK8/CK18 están asociadas con enfermedades severas de

la piel, orales, esofágicas, oculares y enfermedades hepáticas que reflejan la

expresión tejido específica de las queratinas involucradas (Fuchs et al., 1992,

Steinert et al., 1993, Ku et al., 1999, Ku et al., 2001, Omary et al., 2002, Ku et

al., 2003, McLean et al., 1995, Kim et al., 2005). Muchas enfermedades

neurodegenerativas se caracterizan por la presencia de agregados de

proteínas unidos a filamentos intermedios y estructuras similares, conocidas

como cuerpos de Mallory (MBs) (Shinichiro et al., 2005) formados por queratina

8 y 18 en individuos con esteatohepatitis no alcohólica o neoplasia

hepatocelular maligna y no maligna (Nakamichi et al., 2002). Así mismo,

mutaciones en estas mismas queratinas se han encontrado en pacientes con

cirrosis cryptogénicas (Ku et al., 2003), cirrosis alcohólica, pancreatitis crónica y

recientemente se han encontrado mutaciones en la CK8 en pacientes con

colitis (Ramaekers et al., 2004).
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Los cuerpos de Mallory son agresomas, compuestos de CKs y otras proteínas

(ubiquitina, hsp70), las cuales se forman en enfermedades hepáticas debido a

la alteración de la ruta de degradación ubiquitina-proteosoma (Riley et al.,

2003). Los agresomas se forman cuando la capacidad del proteosoma es

rebasada por la producción de proteínas mal plegadas (Johnston el at., 1998,

Kopito, 2000, Harada et al., 2003, Bardag-Gorce et al., 2004). Aunque si bien,

las (hsp70 fueron las primeras en ser detectadas en tejido hepático de

pacientes con hepatitis alcohólica (Omar et al., 1990) existen otras alteraciones

con las cuales están asociadas. Esto constituye una evidencia que defectos en

CK8 y CK18 pueden predisponer al hígado humano a desórdenes que llevan a

enfermedades como pancreatitis crónica y colitis, entre otros ya señalados. Es

importante hacer notar que hasta ahora no se han relacionado enfermedades

asociadas con otras queratinas encontradas en el hígado como CK7, CK19 o

CK20 (Owens et al., 2004).

Los fenotipos de ratones nulos para CK8 o CK18 muestran que las mutaciones

en estas queratinas causan patologías humanas, involucradas con el hígado o

intestino. Ratones carentes de CK8 desarrollan hiperplasia de colon con

inflamación y prolapso anorectal. La evidencia de los modelos de ratón soporta

un papel mecánico en el plegamiento de CK8 y CK18. Primero, los hepatocitos

de ratones carentes de CK8 son mecánicamente más frágiles que los

normales. Segundo, la expresión de CK18 en la epidermis puede parcialmente

enmascarar el ampollado de ratones CK14-/- como EBS. Esto debido a la

habilidad de formar pareja entre CK5+CK18 formando de esta manera

filamentos funcionales (Owens et al., 2004).

El uso de ratones transgénicos ha mostrado la importancia de las queratinas en

la protección del hígado por daño mecánico o no mecánico y directamente la

búsqueda de enfermedades relacionadas con esta proteína, lo que ha revelado

una sobre expresión de genes mutados para CK. En el caso específico en la

relación de CK8/18 la sobre expresión del gen mutado para CK18 generó

hepatocitos frágiles en ratones, alteraciones en los filamentos citoplásmicos de

queratina, hepatitis crónica y una marcada susceptibilidad a daño hepático,
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comparado con la expresión de CK18 silvestre. En el caso de mutaciones de

CK8 las manifestaciones presentaron un 94% de embrioletalidad con

hemorragias severas. Mutaciones en CK8 y CK18 heterocigotas se reportaron

en 6 de 55 pacientes con cirrosis criptogénica (Omary et al., 2002).

En experimentos con ratones se ha mostrado que la alteración de los

filamentos de queratina o su ausencia predispone al hígado a un daño por

perfusión además de establecer que las queratinas son esenciales en la

protección de los hepatocitos contra estrés mecánico. La estabilidad mecánica

proporcionada por las queratinas es probablemente relacionada a su

interacción con desmosomas y hemidesmosomas. La importancia de la ayuda

de las queratinas en relación con estrés no mecánico ha sido comprobada en

numerosos modelos de daño hepático.

El mecanismo de crioprotección que proporcionan las queratinas hepáticas

permanece sin estar bien elucidado sin embargo se piensa que el sitio

específico de fosforilación puede ser una contribución importante para este

efecto. En ratones transgénicos que sobreexpresaron una CK18 fosforilada

mutante fueron significativamente más susceptibles a griseofulvina

comparando con la sobrexpresión de una CK18 silvestre. Además una

hiperfosforilación de queratinas es una asociación común en todas las formas

de daño que han sido probadas en cultivos celulares, modelos animales y

humanos (Omary et al., 2002). La fosforilación es importante en la regulación

de las queratinas y otros filamentos intermedios debido a que esta ocurre en el

dominio N-terminal (cabeza) o C-terminal (cola) de las proteínas, los cuales son

más heterogéneos para impartir las funciones tejido-específicas (Omary et al.,

1998, Pant et al., 2000, Nagata et al., 2001, Ku et al., 2002).

La función en la protección contra estrés mecánico por parte de las CKs esta

relacionada a su abundancia como una de las mayores familias de proteínas

del citoesqueleto (Ku et al., 1999). Se ha propuesto que están involucradas en

la regulación en la transmisión de los estímulos apoptóticos cuando se

encuentran presentes (Ramírez et al., 2000, Zhong et al., 2003). En

experimentos realizados con ratones knock out para CK8/18, se observó que
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éstos fueron más susceptibles a daño mediado por Fas comparados con su

control. Los mecanismos de resistencia a apoptosis mediados por queratinas

pueden estar relacionados con la densidad del receptor de superficie Fas, pues

existe una diferencia en la densidad de este receptor en células mutadas con

respecto de las normales, sugiriendo que puede haber una posible interacción

de CK8/18 con el receptor del factor de necrosis tumoral tipo II, además de

modular la interacción con otras proteínas como la hsp70 y las proteínas 14-3-3

(Omary et al., 2002).

El aumento en la expresión en los patrones de fosforilación de queratinas en

respuesta a daño hepático o vesicular se ha reportado en diversos modelos,

además se sugiere que estas proteínas pueden comportarse como proteínas

de estrés, de manera similar a las proteínas de choque térmico, ya que el

aumento en esta proteína ha sido reportado previamente (Zhong et al., 2003).

El tratamiento con griseofulvina induce cambios en la expresión de hsp70 y

fosforilación de CK8 en serinas 79, 436 y en la fosforilación de CK8 en la serina

33 (Fausther et al., 2004).
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CAPÍTULO VI

DISEÑO EXPERIMENTAL

VI.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las CKs constituyen una familia de proteínas de filamentos intermedios del

citoesqueleto muy importante en la sensibilidad hepática a agentes tóxicos. La

estructura y función anormales en estas proteínas son un efecto claro

relacionado a enfermedades como carcinoma hepatocelular, cirrosis alcohólica

y no alcohólica y esteatohepatitis entre otras.

En estudios previos reportamos la capacidad del arsenito de sodio de alterar

considerablemente la síntesis, función y organización de filamentos de CK18

en las células hepáticas humanas, lo que podría comprometer fenómenos de

diferenciación, especialización, proliferación y división celular en el tejido

hepático (Ramírez et al., 2000).

Considerando estos resultados y el hecho de que diversos estudios muestran

la capacidad tóxica del Asi como contaminante ambiental y carcinógeno

humano, además que los mecanismos de acción asociados con la inducción

por Asi de fenómenos celulares no se conocen del todo. Nuestro interés, por

entender de qué manera el Asi compromete la función de los filamentos

intermedios en el hígado con objeto de inferir fenómenos celulares en el órgano

es grande.

Por lo que en este trabajo de investigación nos propusimos estudiar la

capacidad del arsenito de sodio para alterar la síntesis y expresión de la

proteína CK18 en cultivos organotípicos de hígado de ratones machos de la

cepa BALB/c y determinar si el estrés oxidativo generado durante la exposición

y biotransformación del agente en los cultivos organotípicos modifica la síntesis

y expresión de la CK 18.

Neevia docConverter 5.1



39

VI.2 HIPÓTESIS

El estrés oxidativo es capaz de modificar la expresión y síntesis de la CK 18 en

cultivos organotípicos de hígado de ratón expuestos a Asi trivalente.

VI.3 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del estrés oxidativo generado por la exposición y el

metabolismo del Asi sobre la expresión de la CK18 en cultivos organotípicos de

hígado de ratón.

VI.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Estudiar la influencia de la inhibición del glutatión (GSH), inducida por

butionin-sulfoximida (BSO) sobre la expresión y síntesis de CK18 en

cultivos organotípicos de hígado de ratón de la cepa BALB/c expuestos

a arsenito de sodio.

 Analizar la influencia de N-acetil-cisteína (NAC) sobre la expresión y

síntesis de la CK18 en cultivos organotípicos de hígado de ratones de la

cepa BALB/c expuestos a arsenito de sodio.

 Determinar la relación entre el estrés oxidativo (al cuantificar el daño

generado por ROS mediante la técnica de TBARS) y el GSH sobre la

expresión de la CK18.

 Conocer el perfil de biotransformación del Asi III mediante

espectroscopia de absorción atómica en los cultivos de cortes de hígado

de ratón expuestos arsenito de sodio.
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CAPÍTULO VII

MATERIALES Y MÉTODOS.

VII.1 CULTIVOS ORGANOTÍPICOS

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 5-6 semanas de edad,

peso entre 22-25 g, obtenidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

UNAM. Se sacrificaron por dislocación cervical y los cortes se realizaron

manualmente con un grosor no mayor a 1 mm2, los cuales fueron aclimatados

por 2 horas en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%

sin antibióticos, a 370C, en atmósfera de 5% de CO2.

Los cultivos fueron expuestos a 0.01 M, 1 M y 10 M de arsenito de sodio

por tres horas, simultáneamente se expusieron cultivos con arsenito de sodio

utilizando las mismas concentraciones y BSO a concentración final de 10 M.

De forma similar se utilizaron cultivos con exposición previa a arsenito de sodio

por 3 horas para posteriormente agregar NAC a concentración final de 2.5 mM

por dos horas más.

Al final de los tratamientos, los tejidos se homogenizaron en PBS 1X pH 7.4

conteniendo Azida de sodio 15 mM, PMSF 1 mM, Triton X-100 a 0.1%, EDTA

5 mM.

VII.2 VIABILIDAD DE LOS CULTIVOS.

La viabilidad en los tejidos se verificó después del periodo de incubación

establecido, determinando la cantidad de K+ intracelular por medio de

absorción atómica con flama (Perkin Elmer 3100). Los cultivos se recolectaron

y homogenizaron en PBS, se adicionó un volumen equivalente de ácido

perclórico 2.5% agitando la mezcla gentilmente, se dejo incubar 5 min a

temperatura ambiente, para finalmente centrifugar a 12,000 rpm por 10 min a

40C. La cantidad de K+ se cuantificó en el sobrenadante usando una flama de

Neevia docConverter 5.1



41

atomización de aire-acetileno a una longitud de 766.5 nm el resultado se

reportó en mol de K+ por gramo de tejido.

VII.3 DETERMINACIÓN DE METABOLITOS DEL ARSENICO

INORGÁNICO.

Para evaluar la biotransformación sufrida por el Arsenito en los cultivos

organotípicos de hígado, se midió las concentraciones de especies arsenicales

(Asi y sus metabolitos: MMA, DMA) presentes, mediante espectroscopía de

absorción atómica con generación de hidruros, después de una separación por

cromatografía en columna (Wang et al., 1994).

VII.4 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS Y ANÁLISIS POR

ELECTROFORESIS

Los cultivos de hígado se homogenizaron en PBS 1X (pH 7.4) conteniendo

azida de sodio 15mM, PMSF 1mM, Triton X-100 a 0.1%, EDTA 5mM y UREA

8.5M (Eichner et al., 1990, Zhong et al., 2003) seguido de centrifugación a

12,000 rpm, a 40C por 10 minutos. El contenido de proteína del sobrenadante

se cuantificó utilizando la metodología descrita en el Kit comercial Protein

Assay de la compañía Bio-Rad (Biuret) La caracterización del perfil de

proteínas se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamila en condiciones

reductoras (SDS-PAGE) al 12%, a temperatura ambiente y voltaje constante de

80V por 1.30 h.

VII.5 WESTERN BLOTT

Las proteínas se transfirieron del gel de poliacrilamida a membranas de

nitrocelulosa 0.45  a 350 mA, 80 volts, 60min. Las membranas fueron

bloqueadas con leche descremada al 3% en PBS 1X por 24 horas. Para la

detección de la CK 18 se utilizó un anticuerpo de la compañía SIGMA-

ALDRICH, seguido de un anticuerpo secundario de la misma compañía anti-

IgG de ratón acoplado a peroxidasa, revelándose con diaminobenzídina al 1%.

Para la detección de la CK18 fosforilada se usó un anticuerpo contra serina 78
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de CK –fosforilada de la compañía Santa Cruz, seguido de un anticuerpo anti-

IgG de conejo acoplado a peroxidasa de la misma compañía revelándose de la

misma manera. El análisis de imágenes se realizó utilizando el Kodak Gel Logic

100 Imaging System.

VII.6 RT-PCR

Las concentraciones de RNAm se cuantificaron por RT-PCR. El RNA total fue

aislado utilizando el método de TRIZOL (Invitrogen), la concentración de RNA

se determinó por absorbancia a 260 y 280 nm. Se verificó la integridad usando

geles de agarosa a 1% y buffer desnaturalizante con formaldehído a

concentración de 2.2 M, las muestras se retrotranscribieron con RT-MLV

retrotranscriptasa (Invitrogen) y el cDNA se amplificó usando los siguientes

primers:

SENTIDO (5´ A 3´) ANTISENTIDO (5´ A 3´)

CK18 GACGCTGAGACCACACT TCCATCTGTGCCTTGTAT (203)

La amplificación se llevó a cabo usando los siguientes parámetros: 5 min a

950C, seguido por 50 ciclos de 50 seg a 950C, 50 seg a 600C y 50 seg a 720C,

usando como control interno primers de actina en un termociclador Corbett

Research, (Massachusetts, MA), los productos del PCR se visualizaron

utilizando bromuro de etidio y un transilumionador. El análisis de imágenes se

realizó utilizando el Kodak Gel Logic 100 Imaging System

7.7 CUANTIFICACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS AL ÁCIDO

TIOBARBITÚRICO.

Las células vivas están constantemente expuestas a ROS, algunas de las

cuales son capaces de iniciar la lipoperoxidación al extraer un protón alílico de

un ácido graso poliinsaturado. Este proceso, por múltiples etapas conduce a la

formación de hidroperóxidos. La prueba de ácido tiobarbitúrico (TBA) es rápida

y fácil para medir la lipoperoxidación en la cual el malondialdehído (MDA) es
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derivatizado (Lykkesfeldt., 2001). En esta reacción, el MDA o substratos como

MDA reaccionan con el TBA generando un producto reactivo (TBAR) de color

rosado con un máximo de absorción a 532 nm.

Los cultivos se homogenizaron en PBS 1X pH 7.2, conteniendo azida de sodio

15 mM, PMSF 1 mM, Tritón X-100 0.1%, EDTA 5 mM. A 500l del

homogenado se les agregó un volumen equivalente de ácido perclórico 2.5%

pH 1.0, dejándose 10 minutos a temperatura ambiente, para después

centrifugarse a 12,000 rpm por 10 min a 40C. El sobrenadante se hizo

reaccionar con 0.67% de TBA a 900C por 30 min (Figura 6) (Coban et al., 2004)

El contenido de MDA de las muestras se cuantificó usando una curva estándar

generada con concentraciones conocidas del lipoperóxido. Las

concentraciones se ajustaron por gramo de tejido.

Figura 6. Reacción del ácido tiobarbitúrico con malondialdehído

VII.8 CUANTIFICACIÓN DE GLUTATIÓN.

El contenido de GSH intracelular total de los tratamientos realizados se

determinó usando el siguiente protocolo; los cultivos fueron recolectados y

homogenizados en PBS conteniendo inhibidores de proteasas, inmediatamente

después se adicionó ácido perclórico 2.5% en relación 1:1 (vol/vol) agitándose

durante 10 seg, dejando reaccionar 3 min a temperatura ambiente;

posteriormente se sometió a centrifugación por 10 min, 12,000 rpm, 40C.

Posteriormente, 50 μl del sobrenadante se pusieron en contacto con 950 μl de
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amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.5) conteniendo 0.2 mM de NADPH, 0.52

mM DTNB [ácido 5´5´-dithio-bis(2-nitrobenzoico)] y 0.15 mM de EDTA.

Después de la incubación a 370C por 25 min, las muestras fueron leídas en

espectrofotómetro a 405 nm. La concentración de GSH de las muestras se

determinó usando un grafico estándar generada con concentraciones

conocidas de GSH (Clarke et al., 1996, Anderson et al., 1999, Schuliga et al.,

2002, Schoen et al., 2004). Las concentraciones se ajustaron por gramo de

tejido.

El grupo sulfihidrilo de GSH reacciona con el DTNB y genera un producto

coloreado amarillo 5-tiol-2-nitrobenzoico (TNB) (Figura 7).

Figura 7. Reacción del glutatión con DTNB

VII.9 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE

GLUTATIÓN S-TRANSFERASA (GST).

Para el ensayo de actividad de GST, la reacción se llevó a cabo a temperatura

ambiente, se inició con la adición de 50 g de proteína del homogenado,

llevándose a un volumen de 1.0 ml con amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 6.9)

conteniendo 1 mM de EDTA, 1 mM de GSH reducido y 1 mM de CDNB (1-

cloro, 2,4-dinitrobenzeno). La formación del conjugado GSH-CDNB se

monitoreó espectrofotométricamente a 340nm por 10 min, tomando lectura

cada 60 seg (Clarke et al., 1996, Bramblia et al., 2002, Schuliga et al., 2002,

Lee et al., 2005, Kojima et al., 2006).

VII.10 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD PROTEOSOMAL.
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La actividad proteosomal en el hígado se evaluó utilizando el sustrato del

proteosoma LLVY-AMC (BostonBiochem), el cual es específicamente

degradado por las subunidades con actividad semejante a la quimiotripsina en

el proteosoma. Los cultivos organotípicos de hígado se homogenizaron en 250

l de amortiguador (50 mM Tris pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 0.5 mM, NP40

0.5%) (IGEPAL, SIGMA ALDRICH). Cada reacción contenía 50 g de proteína

de los homogenados y 10 M del sustrato LLVY-AMC, incubándose 30 minutos

a 37°C. La fluorescencia se determinó utilizando filtros de excitación de

360/460 de emisión.

VII.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados se expresaron en promedios  error estándar (ES). La

significancia estadística se determinó al evaluar la diferencia entre dos grupos

empleando la prueba T-Student; mientras que las comparaciones entre varios

grupos se estimó mediante la prueba de ANOVA. Las diferencias se

consideraron significativas cuando el calculó P<0.05. Todos los análisis se

realizaron utilizando el software STATGRAPHICS Plus 4.0
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CAPÍTULO VIII

RESULTADOS

Las CKs constituyen una familia de proteínas del citoesqueleto que se expresan

típicamente en las células epiteliales. Una estructura y función anormales son

efectos claramente relacionados a enfermedades hepáticas como esteatohepatitis

no alcohólica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. Previamente observamos que el

arsenito de sodio induce la síntesis de la CK 18 y promueve una alteración de los

filamentos de CK18 en una línea celular hepática humana. Tanto la expresión

anormal y la alteración en la organización estructural son eventos tóxicos que

comúnmente causan enfermedades hepáticas al interferir con la función normal del

hepatocito. Para investigar si la alteración en el patrón de expresión de la CK18 se

encuentra asociado con daño al hígado por el arsenito, investigamos las

concentraciones de la proteína y el RNAm para la CK18 en cultivos organotípicos

de hígado tratados con las concentraciones bajas de arsenito. Los cultivos fueron

incubados con 0.01, 1 y 10 M de arsenito de sodio en presencia y ausencia de

NAC así como de BSO. La viabilidad celular y el metabolismo del Asi fueron

determinados. Un incremento en la expresión de la CK18 se observó después de

una exposición con Asi. La adicción de NAC revertió los efectos oxidativos de la

exposición con arsenito, disminuyendo de manera significativa la producción de

TBAR, la sobreexpresión y síntesis del RNAm y la proteína para la CK18. Las

concentraciones de Asi.y sus metabolitos correlacionaron con un incremento en los

concentraciones del RNAm.

En el presente trabajo estudiamos el efecto que tiene el estrés oxidativo generado

por la exposición a Asi y su modificación en presencia del antioxidante NAC y BSO

sobre la expresión y síntesis de la CK 18.

Los resultados arrojados en la presente investigación demuestran que la exposición

a Asi es capaz de modificar tanto la expresión como la síntesis de la CK18 y que el

estrés oxidativo generado durante su exposición y biotransformación es un factor

celular importante que modula la síntesis y expresión de esta proteína en el hígado

expuesto a arsenito de sodio.

Los resultados obtenidos muestran que las células en el cultivo organotípico

expuesto a arsenito de sodio permanece viables durante el lapso de exposición y

Neevia docConverter 5.1



47

son capaces de biotransformar in vitro al Asi (Tablas 1 y 2). Por otro lado, al evaluar

el daño oxidativo generado por el metabolismo del Asi en los cultivos organotípicos

mediante la cuantificación de productos como lipoperoxidación y GSH observamos

una variación en ambos parámetros de forma correspondiente entre ellos.

Los resultados obtenidos indican que la cantidad de lipoperóxidos generados en los

tejidos por la exposición al arsenito se incrementó, de igual forma para el caso de

exposición conjunta con BSO en donde se observó un incremento en este

parámetro con respecto al control en todos los tratamientos. Además obtuvimos un

efecto contrario en las células tratadas con NAC, esta modificación del estado redox

del sistema repercutió en la síntesis y la expresión de la CK18 dependiendo del

tratamiento al cual fue sometido el hepatocito.

La capacidad de biotransformación del arsénico no se vio afectada con ningún

tratamiento. Las concentraciones intracelulares de potasio fueron superiores a 100

M K+/g de tejido (Tabla 2) y se puede apreciar que el hepatocito pudo metabolizar

al arsenito de sodio hasta su metabolito DMA.

Tabla 2. Cuantificación de potasio intracelular

As (M)mol de K+/g de tejido error estándar

0

0.01

1

10

315.4075

651.41

601.75

504.73

56.44

0.5091

81.16

37.80

Tabla 3. Biotransformación del arsénico. Concentración de especies arsenicales

(ng/g de tejido) presentes en los cultivos organotípicos de hígado de ratón después

de 3 horas de tratamiento.

As (M) As I MMA DMA As Total
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0

0.01

1.0

10.0

7.22  0.6

11.4  0.67

181.81 17.5

1052.4  54.4

<1

<1

12.73 1.6

58.06 23.4

<1

<1

20.02 5.2

176.2 56.7

7.22  0.6

11.4  0.67

214.5  10.7

1272.72 35.6

De acuerdo a los resultados anteriores podemos decir que no se afectan la

viabilidad ni la capacidad de biotransformación en el hígado expuesto a arsenito de

sodio, ya que las concentraciones intracelulares de potasio no disminuye de 100M

K+/g de tejido (Tabla 2) y se puede apreciar que el hepatocito pudo metabolizar al

arsenito de sodio hasta DMA (Tabla 3).

Para evaluar si la capacidad de biotransformación en el hepatocito no se afectaba

por el arsénico, fue necesario cuantificar las especies metiladas después de 3 horas

de exposición al metaloide, se observó que los cultivos no se altera la capacidad de

biotransformación pues no sólo ingresaron el arsénico sino además fueron capaces

de metabolizarlo quedando demostrado al cuantificar sus especies metiladas.

La biotransformación del metaloide presentó una tendencia dependiente de la dosis

de exposición hacia la formación de especies mono y dimetiladas.

La exposición conjunta in vitro del hígado a arsenito de sodio y BSO no modificó la

viabilidad celular pero si la formación de los metabolitos metilados (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. Cuantificación de potasio intracelular

As (M) +

BSO 10(M)
mol de K+/g de tejido error estándar

0 315.41 56.44
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0.01

1

10

BSO

389.46

378.85

517.17

528.85

29.14

13.97

52.26

73.68

Tabla 5. Concentración de especies arsenicales (ng/g de tejido) presentes en los

cultivos organotípicos de hígado de ratón después de 3 horas de exposición

simultánea de Asi con BSO.

Arsenito (M)

+ BSO 10M
As I MMA DMA As Total

0

0.01

1.0

10.0

BSO

7.22  0.6

17.6  1.35

144.35  4.01

1004.83  8.4

5.6  0.7

<1

<1

8.29  .99

58.46 7.1

<1

<1

<1

<1

48.2  1.2

<1

7.22  0.6

17.6  2.58

153.6  3.83

1111.49  35.6

5.6  0.7

En la tabla 5 podemos observar una disminución en la cantidad de especies

metiladas cuantificadas, además; la generación de metabolitos metilados en

presencia de BSO disminuyeron aunque sin presentar un cambio significativo.

En las concentraciones de 1 y 10 M se observó que en el tejido la presencia de

metabolitos arsenicales disminuyo tanto en concentración como en la proporción

relativa de MMA, encontrando sólo DMA para el caso del tratamiento con 10 M de

Asi y BSO.

Lo que sugiere que las concentraciones de GSH son importantes en el

mantenimiento del estado redox en la célula y que esto a su vez modifica el patrón

de biotransformación hepática in vitro del arsenito de sodio (Gráfica 2). Reforzando

esta observación, los resultados muestran que per se el arsenito de sodio modifica

considerablemente la concentración intracelular de GSH.

El daño oxidativo a causa del incremento en la generación de ROS durante la

biotransformación del arsenito de sodio en los cultivos organotípicos viables, se

corroboró mediante la cuantificación de lipoperóxidos ó especies reactivas al ácido

tiobarbitúrico (TBARS).
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Gráfica 1. Concentraciones de TBARS en cultivos organotípicos de hígado de ratón

tratados con arsenito de sodio en diferentes concentraciones y BSO en forma

conjunta. Las barras representan el promedio de cultivos por triplicado. * Denota

diferencias significativas con respecto al control.

Al cuantificar la cantidad de lipoperóxidos generados durante la exposición de Asi

por 3 horas en los cultivos, se observó un incremento significativo en la

concentración más alta utilizada de arsenito de sodio (Gráfica 1).

Por otro lado; al cuantificar la cantidad de TBARS en los cultivos tratados con BSO

en todos los casos se observa un incremento significativo en la concentración de

TBARS confirmando que la modificación del sistema redox incrementa el daño a las

membranas en el hígado (Gráfica 1).

Se cuantificó la cantidad de GSH, teniendo en cuenta que este péptido esta

involucrado en la eliminación de ROS generados durante el metabolismo normal
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celular, así como en la desintoxicación de agentes químicos, además de estar

implicado en el equilibrio redox intracelular, entre algunas de sus funciones.
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Gráfica 2. Efecto del arsenito sobre el glutatión reducido en cultivos organotípicos

de hígado de ratón tratados con diferentes concentraciones de arsenito y BSO en

forma conjunta. Las barras representan el promedio de cultivos por triplicado. *

Denota diferencias significativas con respecto al control.

Los resultados indican que el arsenito fue capaz de modificar la concentración de

GSH intracelular de los hepatocitos dependiendo de la dosis utilizada. Además

obtuvimos una modificación en la concentración del tripéptido al utilizar el BSO.

Después de cuantificar la cantidad de TBARS y la concentración de GSH hepático

que existía en los cultivos, fue necesario demostrar que estos parámetros

presentaban una correlación, pues como ya se hizo mención dentro de algunas de

las funciones del GSH se encuentra la eliminación ROS (generados por el

metabolismo normal celular y en nuestro caso además por los agentes tóxicos

involucrados en los tratamientos), los cuales son causantes de lipoperoxidación,

entre otros daños a las membranas celulares.
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Gráfica 3. Correlación entre GSH y lipoperoxidación en cultivos organotípicos de

hígado de ratón expuestos a arsenito. Análisis matemático de las líneas de

tendencia (Curvas polinómicas de segundo orden).

Al calcular los puntos de inflexión de las variables evaluadas, éstas nos indican la

relación del cambio en que los hepatocitos responden a las respuestas celulares

óxido-reductoras como mecanismos de protección durante la exposición al arsenito

(Gráfica 3).

Al realizar el análisis de correlación entre el GSH y la cantidad de TBARS,

observamos una correlación positiva (R2= se aproxima a 1.0) mostrándonos que

existe una variación directa entre la cantidad de TBARS y el GSH dosis

dependiente.

Cabe mencionar que el análisis muestra una mayor cantidad de lipoperóxidos en el

tejido y un incremento en la cantidad del tripéptido antioxidante (GSH) lo que nos

sugiere síntesis de novo.

Cuando correlacionamos la cantidad de lipoperóxidos intracelulares y la cantidad de

GSH hepático en los cultivos expuestos a BSO (Gráfica 4) observamos que existe

una variación indirecta entre la cantidad de TBARS y el GSH. Es decir, el

incremento en la cantidad de ROS, en los hepatocitos expuestos a arsenito y BSO

Neevia docConverter 5.1



53

no permite restituir significativamente las concentraciones de GSH en las

concentraciones evaluadas.

Gráfica 4. Correlación entre GSH y lipoperoxidación en cultivos organotípicos de

hígado de ratón expuestos a arsenito y BSO en forma conjunta. Análisis matemático

de las líneas de tendencia (Curvas polinómicas de tercer orden).

El análisis polinómico muestra que el comportamiento de estas dos variables no

muestra una tendencia similar sino opuesta (Gráfica 4), puesto que en la menor

concentración de GSH celular se observa la mayor cantidad de lipoperóxidos.

Una vez que evaluamos de manera parcial el estado óxico-reducción en los cultivos

organotípicos de hígado expuestos a arsenito de sodio mediante la cuantificación de

las concentraciones de GSH y TBARS, en presencia de BSO y NAC, consideramos

importante evaluar la actividad enzimática de la GST, proteína importante en los

mecanismos de desintoxicación celular y de biotransformación del arsénico.
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Gráfica 5. Efecto del arsenito de sodio sobre la actividad enzimática de la Glutatión-

S-transferasa (GST) en cultivos organotípicos de hígado de ratón. Las barras

representan el promedio de cultivos por triplicado. * Denota diferencias significativas

con respecto al control.

Nuestros resultados muestran que la exposición al Asi inhibió significativamente la

actividad de la GST en las concentraciones de 0.01 a 10M (gráfica 5),

posiblemente por disminuir las concentraciones intracelulares de GSH (Gráfica 2).

Nuestros resultados corroboran reportes previos (Thomas et al., 2001).
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Una vez evaluados los parámetros anteriores y después de comprobar que el arsenito de sodio modifica significativamente el estado

óxido-reducción en los cultivos organotípicos de hígado de ratones BALB/c, nos preguntamos si estos efectos celulares podrían

modular la síntesis y expresión de CK18.

Gráfica 6. Efecto del arsenito sobre la síntesis de y expresión de CK 18 en cultivos organotípicos de hígado de ratón. Las barras

denotan el análisis densitométrico realizado a dos cultivos distintos por triplicado. * Denota diferencia significativa con respecto al

control. A) Análisis de la síntesis de CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada por medio de Western-Blott. B) Análisis de la expresión

génica de CK 18.
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Los resultados muestran un incremento en la síntesis de la CK 18 en el hígado

expuesto a Asi, teniendo la mayor síntesis proteica en la concentración intermedia

de los cultivos tratados, aunque no pudimos apreciar un incremento significativo con

respecto al control en la cantidad de CK 18 fosforilada, si se observa una tendencia

a incrementarse en todos los tratamientos con Asi, y al considerar los análisis

previos (gráficos 1, 2 y 5) en conjunto nos sugieren una correlación significativa

importante entre ellos ya que es posible apreciar una variación en la cantidad de

estrés oxidativo generado en los tratamientos, lo que repercutió en la síntesis y en

la cantidad de CK 18 y CK 18 fosforilada, respectivamente (Gráfica 6A). En

estudios previos se ha reportado que la fosforilación de esta proteína se presenta

en el hígado como consecuencia de modificaciones postranscripcionales asociadas

a diversos fenómenos celulares entre los que destacan el estrés mecánico y el

estrés oxidativo inducido por sustancias hepatotóxicas tomando como antecedente

estos hallazgos; nuestros resultados muestran que a consecuencia del estrés

oxidativo generado en el hepatocito se incremento tanto la fosforilación como la

síntesis de la CK18.

Una vez que conocimos que la síntesis estaba modificada por arsenito, esto abrió

la puerta para suponer que el incremento de la proteína pudiera ser por un

incremento en la expresión del gen, por lo que estudiamos como estaban los viveles

de mRNA CK18 en los hepatocitos. Obtuvimos un incremento de manera dosis

dependiente, siendo significativo a partir de 1 µM (Gráfica 6B). Lo que nos indicó

que el incremento en la síntesis de la proteína obtenido por Wester-Blott estaba

relacionado de manera directa por un incremento en la trascripción del gen.
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Con base en los resultados previos que indicaban que la síntesis de CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada estaban aumentadas en

los tratamientos con arsenito, además de observar que existía una modificación en la expresión del gen, era interesante evaluar si los

datos obtenidos seguían un patrón en común, por lo que se estudió si existía alguna relación matemática.

Gráfica 7. A) Correlación entre la síntesis CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada en cultivos organotípicos de ratón tratados con

arsenito de sodio por tres horas. B) Correlación entre las concentraciones de mRNA para CK18 y la cantidad de arsenito intracelular y

sus metabolitos, cuantificado en el hígado.
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Aunque los gráficos no presentan líneas de tendencia similares, se observa que el

incremento en la CK18 así como el aumento en la cantidad de la CK 18 fosforilada

comienzan desde la concentración más baja de arsenito, lo cual es indicativo de

una respuesta celular a estrés por parte del hepatocito y concuerda con los datos

anteriores (Gráficas 1 y 2) obtenidos que nos indican un incremento de estrés

oxidativo en estas células.

Con los resultados anteriores nos cuestionamos si los concentraciones en la

expresión del mRNA para la CK 18 tendría alguna correlación directa con la

cantidad de arsenito de sodio intracelular total cuantificada en los hepatocitos, se

observa que la correlación que presentan estos factores sigue una curva de

segundo orden, que a pesar de que la correlación no es lineal si sigue un patrón en

cuanto a respuesta en la expresión del gen, teniendo una activación en la expresión

del gen conforme se aumenta la dosis de arsenito y posteriormente una disminución

en la cantidad posiblemente por el aumento en el resto de los sistemas

antioxidantes.
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Con la finalidad de conocer si la modificación del equilibrio óxido-reductor en las células modificaba la síntesis de CK18 y la expresión

del gen para la CK18 se realizaron cultivos expuestos a arsenito de sodio y BSO.

Gráfica 8. Efecto del arsenito de sodio sobre la síntesis de CK 18 en cultivos organotípicos de hígado de ratón. Las barras representan

el promedio de dos cultivos por triplicado. * Denota diferencias significativas con respecto al control. A) Análisis de la síntesis de CK 18

y la cantidad de CK 18 fosforilada por medio de Western-Blott. B) Análisis de la expresión génica de CK 18.
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Al realizar el análisis de síntesis de CK 18 en los cultivos tratados con BSO y

arsenito en forma conjunta, obtuvimos un incremento considerable en la síntesis de

esta proteína en las concentraciones más altas utilizadas, siendo significativa en la

concentración de 1 M, así como en los tratamientos con BSO sólo. Además, los

datos indican una modificación en la cantidad de la CK 18 fosforilada en todos los

tratamientos expuestos a arsenito de sodio y BSO en forma conjunta siendo

significativo a partir de la concentración de 1 M, lo que es indicativo que el

incremento en la proteína tiene que ver con una modificación en el equilibrio redox

intracelular del hepatocito (Gráfica 8 A).

Con base a los resultados anteriores, se llevó a cabo el análisis en la expresión del

gen. Al realizar el análisis de la expresión génica para la CK18 en los tratamientos

con BSO observamos un incremento de manera dosis dependiente en todos los

tratamientos (Gráfica 8 B), que al relacionarlo con nuestros datos anteriores

observamos que el aumento en la cantidad de estrés oxidativo da como resultado

una respuesta celular dirigida a la activación del gen para esta proteína.
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Una vez conocidos los patrones de síntesis de la CK 18 y dado que nuestros datos mostraban una correlación entre la expresión del

gen para CK 18 y la cantidad de Asi, y sus metabolitos a nivel intracelular (Gráfica 7B), nos interesaba conocer si esta misma

correlación se presentaba al tratar a los hepatocitos con el arsenito y el BSO en forma conjunta.

Gráfica 9. A) Correlación entre la síntesis de CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada y B) Correlación entre los concentraciones de

mRNA para la CK18 y la concentración de As total en cultivos organotípicos de hígado de ratón después de 3 horas de tratamiento con

arsénico y BSO en forma conjunta, el análisis matemático de la línea de tendencia nos muestra una curva polinómicas de segundo

orden.
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Los resultados arrojados nos muestran que en ambos casos los gráficos siguen un

comportamiento de tercer orden, tanto la expresión de CK 18 como la cantidad de

CK 18 fosforilada tienen la misma tendencia (Gráfico 9A). Lo que nos estaría

indicando fenómenos celulares distintos que el hepatocito está llevando a cabo para

la adaptación al estrés en el medio, para el caso de la CK18 es indicativo de un

posible aumento en la síntesis de la proteína y en el caso de la CK 18 fosforilada un

aumento en la fosforilación del a.a. (detectado por el anticuerpo) por proteína

cinasas lo que desencadenaría la activación de diversas rutas de señalización. Con

estos resultados y los anteriores obtenidos demostramos cómo un cambio en la

variación del sistema redox afecta la síntesis de la CK 18 drásticamente.

Además, se puede observar que la correlación que presentan los tratamientos con

arsenito y BSO siguen curvas de segundo orden (Gráfica 9B), como lo es el caso

de los cultivos tratados con arsenito únicamente (Gráfica 7B), sin embargo esta

tendencia se ve modificada con los tratamientos con BSO ya que se puede apreciar

una ligera disminución en la concentración de la sumatoria del Asi, y sus

metabolitos, con una disminución en la expresión del mRNA para la CK18.

Para todos los tratamientos fue necesario evaluar de inicio si existía una

modificación en la viabilidad y la capacidad de biotransformación del arsenito de los

cultivos. Por lo cual al iniciar la segunda parte de nuestro trabajo, la cual consistió

en conocer el efecto que tenia el utilizar el antioxidante NAC en los hepatocitos

tratados con arsenito de sodio, fue necesario empezar con la evaluación de estos

parámetros.

Tabla 6. Cuantificación de potasio intracelular

As (M) +

NAC 2.5mM
mol de K+/g de tejido error estándar

0

0.01

1

10

NAC

315.41

506.04

361.42

431.29

617.88

56.44

97.41

33.31

81.69

51.42
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Para todos los tratamientos se obtuvieron valores superiores a 100 mol de K+/g de

tejido, indicando que los cultivos tienen una buena viabilidad.

El patrón de biotransformación del arsénico a sus metabolitos monometilados y

dimetilados se modificó considerablemente en presencia de NAC observando que el

metabolito predominante obtenido fue dependiente de la dosis utilizada del

metaloide.

Tabla 7. Concentración de especies arsenicales (ng/g de tejido) presentes en los

cultivos organotípicos de hígado de ratón después de 3 horas de exposición previa

a Asi, y 2 horas con NAC.

As (M) +

NAC 2.5mM
As I MMA DMA As Total

0

0.01

1

10

7.22  0.6

8.25  0.7861

113.99  1.711

908.023  85.0

>1

>1

>1

45.248.5

>1

>1

>1

24.54  5.7

7.22  0.6

8.25  0.7

113.99  1.7

977.61  93.3

Después de realizar la especiación de los arsenicales hepáticos, pudimos apreciar

que con el NAC la biotransformación del arsenito se mofifica de manera evidente,

ya que sólo obtuvimos especies metiladas en la concentración más alta de Asi, por

otro lado se observa que la concentración intracelular de los arsenicales es menor

con respecto a la exposición unica de Asi, (Tabla 4).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores nos preguntamos cual sería la

concentración necesaria del antioxidante para que, por una parte demostrar que el

proceso de biotransformación se puede seguir llevando a cabo sin que el NAC

afecte la actividad metabólica intracelular, por lo cual se realizó un cultivo

manejando la concentración de 1 mM de NAC.
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Tabla 8. Cuantificación de especies arsenicales (ng/g de tejido) presentes en los

cultivos organotípicos de hígado de ratón después de 3 horas de exposición con

Asi, y 2 horas con NAC 1 mM.

As (M) +

NAC 1 mM
As I MMA DMA As Total

0

0.01

1

10

7.22  0.6

16.275  0.7

159.29  6.67

764.65  30.3

>1

>1

22.39  4.57

46.26  4.63

>1

>1

>1

79.3  2.8

7.22  0.6

16.275  0.7

181.76  2.2

887.22  30.4

Los datos de la tabla 8 nos indican que la concentración en la cual se pueden

encontrar especies monometiladas manejado concentraciones pequeñas de

arsénico, es de 1 mM de NAC, quedando demostrado que el proceso de

biotransformación del arsenito no se es afectado por el NAC en esta concentración.
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Uno de los objetivos del trabajo fue evaluar si la exposición a Asi conjuntamente con

NAC produjo estrés oxidativo, por lo que también se cuantificó la concentración de

TBARS generadas en los cultivos tratados con el antioxidante.

Gráfica 10. Concentraciones de TBARS en cultivos orgaotípicos de hígado de ratón

tratados con arsenito de sodio y NAC en forma conjunta después de 5 horas de

tratamiento con exposición previa al arsenito. Las barras representan el promedio

de cultivos por triplicado.

* Denota diferencias significativas con respecto al control.

En la Gráfica 10, se puede apreciar que debido a la naturaleza antioxidante del NAC

la cantidad de TBARS disminuyó de manera significativa en todos los tratamientos

con NAC, lo que nos sugirió una disminución en el estrés oxidativo intracelular.

Además nos mostró que la concentración en donde obtendríamos el mayor efecto

en la modificación de lipoperóxidos fue con 2.5 mM de NAC por lo que se decidió

seguir nuestro trabajo únicamente con esta concentración de antioxidante.

Después de demostrar que el tratamiento con NAC disminuyó las concentraciones

de TBARS en los hepatocitos era importante estudiar que efecto tenia este

antioxidante sobre las concentraciones de GSH, demostrando de esta manera que
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el estrés oxidativo generado en los cultivos disminuía teniendo en cuenta los datos

arrojados en la cuantificación de lipoperóxidos.

Gráfica 11. Glutatión reducido en cultivos organotípicos de hígado de ratón tratados

con diferentes concentraciones de Arsénico y NAC 2.5 mM en forma conjunta. Las

barras representan el promedio de cultivos por triplicado.

* Denota diferencias significativas con respecto al control.

Los datos de la Gráfica 11 muestran que en todos los tratamientos con Arsenito y

NAC la concentración de GSH no presenta diferencias significativas con respecto al

control.
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Para demostrar la relación entre la generación de TBARS en presencia de arsenito

y NAC se calculó la correlación entre GSH y TBARS.

Gráfica 12. Correlación entre GSH y lipoperoxidación en cultivos organotípicos de

hígado de ratón expuestos a arsenito por tres horas y NAC dos horas más posterior

a la exposición de arsenito (en forma conjunta). Análisis matemático de las líneas

de tendencia.

Al correlacionar dos valores relacionados entre sí como lo es el GSH y la cantidad

de TBARS, los resultados nos muestran patrones similares de respuesta celular

(Gráfica 12), estos datos nos indican que cuando existe una mayor cantidad de

lipoperóxidos también existe una incremento en la cantidad de GSH, ya sea por un

aumento en la síntesis de esta molécula, por la habilidad del NAC de ser un posible

precursor del péptido o bien por la respuesta de diferentes sistemas antioxidantes

que responde a esta modificación en la cantidad de lipoperóxidos, además al

calcular los puntos de inflexión estos son muy cercanos como se muestra en el

recuadro de la Gráfica 12, indicando que las concentraciones teóricas en las cuales

los hepatocitos montan estos cambios en la respuesta celular son muy similares,

dejando en claro la correlación de estos parámetros.
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Después de conocer que el NAC modificaba los diferentes factores evaluados como lo es el GSH y la cantidad de lipoperóxidos y que

estos parámetros presentaban una correlación entre sí, se evaluó como estaba la síntesis de la CK 18 por medio de Western-Blott

obteniendo los siguientes resultados.

Gráfica 13. Efecto del arsenito de sodio sobre la síntesis de CK 18 en cultivos organotípicos de hígado de ratón expuestos a arsenito de

sodio y NAC. Las barras representan el promedio de dos cultivos por triplicado. * Denota diferencias significativas con respecto al

control. A) Análisis de la síntesis de CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada por medio de Western-Blott. B) Análisis de la expresión

génica de CK 18.
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Los datos de la Gráfica 13 nos muestran que el antioxidante disminuyó la cantidad

de lipoperóxidos, modificó la cantidad de GSH y además cambió el patrón de

metilación de Asi, todo esto repercutiendo en la síntesis de la CK 18 como lo

muestran los resultados del Wester-Blott (Gráfica 13A). Estos datos indican que al

tratar a los hepatocitos con NAC se alteró la síntesis de la proteína con respecto a

los datos obtenidos con arsenito de sodio únicamente (Gráfica 6)

De manera similar podemos observar que el NAC afectó la cantidad de la CK 18

fosforilada, obteniendo una disminución en la cantidad de CK 18 fosforilada en

todos los cultivos tratados con arsenito, siendo significativa únicamente en el

tratamiento de 1 μM de Asi. Dado que se ha reportado que la fosforilación de las

CKs es un fenómeno de respuesta a estrés (Fausther et al., 2004), estos datos nos

sugieren en forma conjunta con las Gráficas 10, 11 y 13 que efectivamente el NAC

es capaz de reducir los efectos tóxicos del arsenito de sodio.

Aunque el aumento en la expresión de la CK 18 en los hepatocitos tratados con

NAC no disminuyó totalmente, que es lo que se pudiera esperar, ya que al observar

la Gráfica 13 B los concentraciones de la proteína no están alterados con el

antioxidante, entonces los concentraciones en la expresión tampoco debieran estar

modificados, si se observa una disminución con respecto a los tratamientos

expuestos a arsenito solo (Gráfica 10), lo que nos demuestra que el NAC, al

disminuir el estrés oxidativo en los hepatocitos, está modulando la trascripción del

gen de la CK 18, quedando demostrado con las Gráficas 6, 8 y 13, en donde

observamos que al variar el sistema redox intracelular los hepatocitos montan una

respuesta celular que nuestros datos indican es dirigida hacia la expresión del gen

de la CK 18.
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Finalmente con los resultados anteriores era interesante analizar si la correlación entre la expresión de CK18 y la cantidad de arsenito

de sodio total en los hepatocitos expuestos a NAC se modificaba con respecto al análisis obtenido con el metaloide exclusivamente

(Grafica 10).

Gráfica 14. A) Correlación entre la síntesis de CK18 y la cantidad de CK 18 fosforilada y B) correlación entre la expresión del mRNA

para CK18 y la cantidad de arsenito de sodio total intracelular en cultivos organotípicos de hígado de ratón tratados con Asi y NAC en

forma conjunta. El análisis matemático de las líneas de tendencia nos muestra curvas polinómicas de segundo orden.
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Se puede apreciar que la correlación entre la síntesis y la cantidad de la CK 18 no

es directa como lo muestra la Gráfica 14A, nos indica una disminución en el estrés

oxidativo generado en los hepatocitos y lo cual se demostró por la cuantificación en

los Western-Blott de la CK18. En la Gráfica 14B se muestra que el NAC disminuyó

la concentración intracelular de arsenicales, pero además modificó la curva de

correlación entre los parámetros estudiados, si bien el grafico sigue el mismo orden

se observa que el NAC afecta la tendencia dejándola más lineal lo que nos estaría

indicando una posible disminución del estrés generado por el arsenito permitiendo a

los hepatocitos regresar a los concentraciones básales del gen de CK 18.

Nuestra hipótesis postulaba la relación del daño oxidativo inducido por la exposición

al arsenito de sodio y modificaciones en la síntesis y expresión de CK18 (Gráfica 6).

El aumento de TBARS (parámetro indicativo del daño oxidativo) inducido por los

efectos tóxicos del arsenito y las correlaciones correspondientes entre TBARS y

GSH después de una exposición del hepatocito al Asi presencia o ausencia de BSO

y NAC; así como las determinaciones de la actividad de GST muestran que los

concentraciones de expresión y síntesis de la CK18 son modulados por el estado

óxido-reducción en el tejido (Gráficas 7,10 – 13).

Consistente con nuestra hipótesis de trabajo, observamos que la incubación de

hígado con diferentes concentraciones de arsenito de sodio incrementa

significativamente los concentraciones de mRNA para CK18. Esta inducción

correlaciona con los concentraciones intracelulares de arsénico total (Gráfica 7A).

Los resultados mostraron que el antioxidante NAC inhibe significativamente la

inducción de mRNA para CK18 y su síntesis, sin modular la expresión basal del

mRNA y la proteína correspondiente (Gráfica 13).

La presencia de Asi y sus metabolitos se modifica claramente por adición de NAC.

La regresión lineal cuadrática muestra un efecto dosis dependiente en los cultivos

expuestos a NAC y los concentraciones de mRNA para CK18 (Gráfica 14B).

Observamos que la cantidad de arsénico total se redujo ligeramente en las

exposiciones con NAC (Tablas 6 y 7) reduciendo la formación de especies

metiladas de manera similar a lo observado por Santra et al., 2007.
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CAPÍTULO IX

DISCUSIÓN

En este trabajo estudiamos la síntesis y expresión de CK 18 y su asociación

con el estrés oxidativo generado por exposición de cultivos organotípicos a

arsenito de sodio, por lo que investigamos como los concentraciones de esta

proteína y la expresión del mRNA en cultivos organotípicos tratados con bajas

concentraciones de arsenito de sodio, se modificaban bajo diferentes

condiciones oxido-reductoras inducidas por NAC y BSO.

Las CKs forman parte de la red de los filamentos intermedios realizando una

variedad de funciones celulares importantes incluyendo división celular,

motilidad, mantenimiento de la integridad mecánica, respuesta a estrés y

transporte, entre otras funciones celulares, además de jugar un papel esencial

como guardianes hepáticos después de la exposición a agentes ambientales

(Omary et al., 2002).

La función y estructura anormal de estos filamentos intermedios es de nuestro

interés en el grupo de trabajo. Existen evidencias que muestran que

modificaciones en la estructura, síntesis y expresión de la CK18 en el hígado,

pone en riesgo la funcionalidad del órgano por alteraciones en el estado óxido-

reducción.

En estudios previos reportamos el daño celular inducido por arsenito de sodio

reflejado en la modificación, síntesis y estructura de la proteína en hepatocitos

fetales humanos (Ramírez et al., 2000).

El cultivo organotípico viable y con capacidad biotransformante para el arsenito

de sodio en el hígado (Tablas 2 y 3) nos permitió conocer la modulación por

estrés oxidativo del gen de CK18 después de la exposición a este metaloide

(Gráfica 6).

Los resultados mostraron que la síntesis y expresión de la CK18 pueden ser

considerados como indicadores de daño temprano asociado a la toxicidad del

arsénico en el hígado ya que estos efectos celulares se incrementan cuando el
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hepatocito sufre exposiciones tempranas al metaloide (Gráficas 6 A y B).

Modificaciones en las condiciones óxido-reductoras en el medio de cultivo

mediante la exposición de los cortes a NAC favorecieron la inhibición

significativa del incremento en la síntesis (hasta 2 veces) y expresión de la

CK18 (Gráficas 13 A y B). La capacidad antioxidante de NAC nos sugiere una

relación importante entre el estado óxido-reductor en el medio y la modulación

de la transcripción del gen codificante para CK 18. Existen evidencias que

muestran que NAC inactiva eficazmente a los radicales libres celulares

protegiendo a la célula contra el daño oxidativo (Da Flora et al., 2001,

Gustafsson et al., 2005).

Un efecto protector fue observado al cuantificar la concentración de

lipoperóxidos así como modificaciones en la concentración de GSH se

observaron al utilizar NAC. En estudios previos ha quedado de manifiesto

este hecho (Da Flora et al., 2001, Morley et al., 2003), lo que concuerda con

nuestros resultados (Gráfica 10), es importante señalar que en el caso de los

cultivos tratados con NAC sin arsenito, los concentraciones de lipoperoxidación

disminuyeron aún más que nuestros controles, esto probablemente debido a

que el antioxidante regula la expresión de genes relacionados con otros

sistemas antioxidantes como ya ha sido reportado previamente (Gustafsson et

al., 2005). Además el efecto protector del NAC en la síntesis y expresión de la

CK 18 fue claro ya que los concentraciones de estos parámetros prácticamente

quedaron iguales a los de nuestro control confirmándonos que el estrés

oxidativo generado por el arsénico puede modular la expresión del gen en los

hepatocitos (gráfico 13 y 14).

Por otro lado, se ha reportado que el NAC disminuye la presencia intracelular

de arsénicales al incrementar su eliminación del hepatocito (84, 85, 86, 87),

siendo esta capacidad probablemente uno de los eventos más importantes en

la adquisición de tolerancia al metal (Wang et al., 1993, Romach et al., 2000,

Lui et al., 2001). La presencia de NAC en los cultivos organotípicos disminuyó

la concentración intracelular del Asi y sus metabolitos (Tabla 6), lo que sugiere

la posibilidad de que por la elevada afinidad que presentan los arsenicales

trivalentes a residuos sulfhidrilo, parte de las especies arsenicales
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intracelulares se hayan unido a NAC evitando así su contacto directo con las

células hepáticas.

Se ha considerado al tiol NAC como un poderoso agente antioxidante

quimioprotector en el tratamiento contra el cáncer, actuando a través de una

variedad de mecanismos, incluyendo sus propiedades nucleofílicas y

propiedades antioxidantes. El papel modulador del estado óxido-reducción

celular por NAC se ha demostrado in vitro cuando fibroblastos de piel crecían

en medio suplementado con 5 mM de NAC, incrementándose la síntesis de

GSH intracelular (Emonet et al., 1997).

El cultivo organotípico de hígado de ratón fue capaz de biotransformar el

arsenito de sodio a especies metiladas sin poner en riesgo la integridad celular

hepática, sería interesante conocer si la expresión de CK18 guarda alguna

relación específica con las especies pentavalentes o trivalentes del metaloide.

Las evidencias nos muestran que durante la biotransformación del arsénico la

generación de ROS creadas por la reducción de formas pentavalentes de

arsénico y la metilación oxidativa de sus formas trivalentes causan daño celular

(Yamanaka et al., 1991, Kitchin et al., 2001).

Nuestro trabajo mostró que la reducción en la concentración intracelular de

estas especies reduce la posibilidad de incrementar la síntesis y expresión de

CK18 asociada con la exposición a arsenito (Gráfica 10 y Tabla 7). Eventos

relacionados se han observado en células de vejiga de rata ya que la presencia

de NAC inhibió significativamente la citotoxicidad de los metabolitos del Asi

(MMA, DMA y TMAO), (Ding et al., 2005, Kojima et al., 2006).

Los resultados obtenidos demuestran que la exposición al arsenito de sodio

favorece la modificación transcripcional de la CK 18 además, la modificación

del estado redox por exposición a NAC y BSO (Gráficas 1, 2, 10 y 11) modula

esta respuesta (Gráficas 6, 8, 9, 13 y 14).
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Los efectos óxido-reductores en el hígado también modificaron la síntesis de

CK 18 fosforilada. Su síntesis durante la exposición al arsenito puede estar

encaminada a desencadenar respuestas para proteger al hepatocito contra la

toxicidad del arsénico como ha sido reportado en estudios anteriores con

diversos agentes tóxicos (Porter et al., 2003). Existen reportes que asocian

este tipo de modificaciones postranscripcionales, con una hiperfosforilación de

queratinas con el estrés oxidativo inducido en cultivos celulares, modelos

animales y humanos (4). Nuestros resultados muestran que el Asi fue capaz de

incrementar no sólo la síntesis y expresión de CK 18 sino también la cantidad

de CK 18 fosforilada (Gráfica 6 A y B). Consideramos que estos resultados son

importantes ya que evidencias previas muestran que la fosforilación de los

filamentos intermedios favorece su reorganización mediante despolimerización

y polimerización, mecanismos celulares indispensables en la dinámica de los

filamentos en el citoesqueleto, lo que favorece la reorganización celular durante

el estrés celular inducido por agentes tóxicos y durante la mitosis (Toivola et al.,

2002, Fausther et al., 2004). No queda duda que las CK18 es una proteína

blanco celular importante en la toxicidad aguda inducida por el Asi.

Entre los diversos mecanismos probables de toxicidad del Asi se encuentra la

oxidación de pequeñas moléculas con grupos sulfhidrilos como el GSH

(Bramblia et al., 2002, Kojima et al., 2006), oxidación de proteínas e inhibición

de enzimas que contienen grupos sulfhidrilo indicando la alta reactividad del

metaloide para inhibir diversas enzimas importantes en los procesos de

detoxificación de agentes químicos, dentro de las que se encuentra la GST (Hei

et al., 1998, Filippova et al., 2003). El GSH es un antioxidante no enzimático

endógeno que juega un importante papel en la protección de las células contra

el estrés oxidativo, desintoxicación de compuestos químicos y peróxidos

(Anderson et al., 1997, Schoen et al., 2004), además de funcionar como

sustrato para la GST y la GPx. Se ha reportado que una disminución en la

concentración intracelular del tripéptido (Gurusamy et al., 2004) incrementó el

efecto tóxico y clastogénico del arsenito (Oya-Otha et al., 1996), así como

algunos de los efectos oxidativos causados por la falta de este tiol (Scout et al.,

1993). Nuestros resultados muestran una modificación en la concentración del

GSH intracelular hepático al ser expuesto al Asi y que esta modificación puede

Neevia docConverter 5.1



77

ser atribuida en parte a las propiedades antioxidantes del GSH o bien, a la

estrecha relación en el metabolismo del Asi, específicamente la metilación de

MMA a DMA (Anderson, 1998). Reportes previos indican que el arsenito de

sodio es capaz de inhibir la actividad de diversas enzimas antioxidantes

(afectando el equilibrio redox) entre ellas: la SOD, la catalasa (6) así como la

GPx. (Rodríguez et al., 2005), nuestros resultados muestran que una inhibición

significativa en la actividad enzimática de la GST ocurre a partir de 0.01 M y

hasta 10 M de arsenito de sodio después de 3 horas de exposición y que esta

inhibición puede ser atribuida a la ya mencionada reactividad del arsenito con

los grupos sulfhidrilo de la enzima o bien a que esta enzima, así como sus

isoenzimas, son altamente activas contra los aldehídos reactivos productos de

la peroxidación. Los resultados arrojados en el presente trabajo nos muestran

el efecto citoprotector del GSH sobre el hígado expuesto in vitro a arsenito, ya

que el tratamiento con arsenito de sodio afectó tanto la concentración de GSH

como de TBARS teniendo una correlación directa como lo muestra la Gráfica 3

en donde se observa una variación directa entre la cantidad de GSH y la

cantidad de lipoperóxidos. En presencia de BSO y Asi se observó un

incremento significativo en la acumulación intracelular de lipoperóxidos en

todos los tratamientos comparados con el control, además se modificó la

cantidad intracelular de GSH. La capacidad biotransformante se modificó

considerablemente (Tablas 3, 5 y 6) y las especies metiladas disminuyeron

considerablemente.

En estudios previos, el compuesto ha sido utilizado con la finalidad de inhibir

selectivamente la síntesis del GSH así como para sensibilizar a células

tumorales (Anderson et al., 1999), en estudios en embriones de ratones

inhibiendo la síntesis de GSH con BSO hasta 20 mM causaron alteraciones

genéticas irreversibles al perder fragmentos de DNA de hasta 70 kd (Morley et

al., 2003). Nuestros resultados en conjunto nos indican un incremento en el

estrés oxidativo generado en el hepatocito lo que repercutió tanto en la síntesis

y expresión de la CK 18 así como en la cantidad de la CK 18 fosforilada

(Gráficas 12 y 13, respectivamente), teniendo un aumento en todos los casos y

sugiriendo que el aumento en la CK18 es una respuesta celular encaminada a

mitigar la modificación del estado redox en los cultivos, pero además los
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resultados nos indican que el aumento en la síntesis de la CK 18 es debido a

una regulación transcripcional, ya que como se muestra en la Gráfica 15, el

aumento en síntesis de la proteína está dado por el aumento en la expresión

del gen y aparentemente esta modificación génica está sujeta a cambios en el

estado redox del sistema.

Cabe mencionar que aunque en los hepatocitos tratados exclusivamente con

BSO no se observó el mismo patrón en cuanto a la acumulación de

lipoperóxidos y la modificación en el GSH, esto podría deberse a que los

demás sistemas antioxidantes que el hepatocito tiene están modulando estos

efectos, sin embargo, si se aprecia un aumento en la síntesis y expresión de la

CK 18 lo que nos estaría sugiriendo que esta proteína está implicada en

respuesta a la modificación del estado redox, por muy pequeños que estos

sean.

El análisis matemático nos mostró que todas las correlaciones de GSH

lipoperóxidos siguen una tendencia no lineal pero si polinómica, lo que sugiere

la presencia de fenómenos celulares diversos en respuesta al estrés generado

en cada tratamiento, además al derivar las ecuaciones y obtener los máximos y

mínimos, los puntos de inflexión son muy parecidos, lo que nos muestra las

concentraciones teóricas en las cuales los cultivos empiezan a articular estas

respuestas celulares dentro de las que podrían incluirse respuestas de

adaptación, supervivencia o muerte, entre otras. Por otro lado las curvas de

correlación entre la síntesis de CK 18 y la cantidad de CK 18 fosforilada nos

indican que un incremento en la cantidad de estrés oxidativo en el sistema

desencadena el incremento en la síntesis de la proteína y un aumento en la

fosforilación de la misma, como un mecanismo de defensa contra la toxicidad

ejercida por el metaloide. Finalmente al analizar la expresión del gen para esta

proteína, claramente se tiene una correlación entre la modificación del sistema

redox en la célula y el aumento en la transcripción génica lo que nos lleva a

sugerir que variaciones ligeras en el ambiente óxido-reductor de la célula

desencadena la transcripción del gen para la CK 18 y con ello la traducción y

síntesis de la proteína en respuesta a los efectos tóxicos del Asi.
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CAPÍTULO XI

CONCLUSIONES

En base a los resultados del trabajo podemos concluir lo siguiente:

 La exposición a arsenito de sodio modifica la expresión y síntesis

de la CK 18 en el hígado de ratones machos de la cepa BALB/c.

 El estrés oxidativo inducido por la exposición a el arsenito de

sodio está asociado con la modulación en los concentraciones de

CK y estos eventos celulares están asociados con el metabolismo

óxido-reductor del metaloide.

 La modificación en el estado redox intracelular de los hepatocitos

desencadena respuestas celulares encaminadas a modular la

expresión y síntesis de la CK 18.

 Se puede considerar a la Ck 18 como un marcador de efecto

temprano a exposiciones cortas de arsenito de sodio.

 Los resultados de este trabajo nos permitieron proponer un

modelo acerca de los fenómenos celulares relacionados con la

síntesis y expresión de la CK18 en el hígado y algunas vías se

señalización que pueden modular estos efectos (Figura 8).
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Figura 8. Posible forma en que la exposición a arsenito de sodio induce daño al hepatocito.

¿El incremento en la expresión del gen que codifica para la síntesis de CK18

puede estar asociado a fenómenos celulares de recambio proteico?

Por el momento, resultados preeliminares (Gráfica 15) nos muestran que la

modulación ejercida al gen de CK18 o genes reguladores por el estrés

oxidativo inducido en el hígado por la exposición in vitro de arsenito de sodio,

pudiera también estar relacionado con fenómenos postranscripcionales como el

procesamiento proteolítico no lisosomal dependiente de ubiquitina en el

proteosoma. Los resultados mostraron que en los cultivos expuestos a arsenito

la actividad proteosomal similar a quimiotripsina se encontraba inhibida

considerablemente hasta en un 85% respecto al control negativo. Estos
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hallazgos sugieren fuertemente que el incremento en la síntesis y expresión de

CK 18 inducida por la exposición a arsenito de sodio, no sólo se regula a nivel

transcripcional sino que pueden estar involucrados fenómenos

postranscripcionales como el recambio proteico no lisosomal dependiente de

ubiquitina mismo que se altera en presencia del metaloide reflejándose en la

síntesis de la proteína.
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Gráfica 15. Efecto de la exposición a arsenito de sodio sobre la actividad

proteosomal en cultivos organotípicos de hígado de ratón. Las barras

representan el promedio de un cultivo por triplicado.

*Denota diferencias significativas con respecto al control.
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CAPÍTULO XI

PERSPECTIVAS

Considerando los hallazgos obtenidos acerca de la capacidad de generación

de estrés oxidativo por la exposición a arsénito sobre el gen de la CK 18 así

como la escasa información acerca de su significado biológico y de las

consecuencias de su formación, es importante continuar con el estudio de los

mecanismos involucrados en esta activación.

Considerando que las CKs son proteínas tejido específico y que en este caso

particular la expresión y síntesis de CK18 así como su estructura se alteran en

presencia de la exposición a arsénito, sería interesante conocer si este efecto

es específico para arsenito o sus metabolitos. Incluso podría estudiarse esta

proteína como indicador de daño para otros agentes tóxicos.

El hecho de que la exposición a arsenito induzca la expresión de CK18 es

relevante ya que las CK son proteínas involucradas en los procesos de

diferenciación celular, integridad y organización, entre otros, y la alteración en

organización y cantidad repercuten en una adecuada organización del

citoesqueleto que es una estructura importante en la proliferación.

Dilucidar que otros mecanismos pudieran estar involucrados en la sobre

expresión de otras CKs resulta importante ya que uno de los signos

característicos observados en exposiciones crónicas al metaloide es la

hiperqueratosis palmoplantar, la fibrosis colestásica, fibrosis en el tracto portal y

angiosarcoma entre otras enfermedades, en donde las CKs pueden estar

desempeñando un papel importante.

Investigaciones recientes sugieren que la transformación celular inducida por la

exposición al arsenito puede resultar de la alteración de diferentes vías. Gran

atención ha tenido el involucrar al arsenito en la modulación de la proteína

cinasa activada por mitogeno (MAPK) y factores de crecimiento. Las rutas de

señalización de MAPK son un punto clave en las rutas de transducción de

señales intracelulares involucrando la fosforilación de proteína cinasas,
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culminando en la activación y modulación de factores de transcripción

requeridos para la expresión génica, el control de la proliferación celular, la

diferenciación, transformación celular, apoptosis y cáncer, así como eventos

celulares que pudieran estar involucrados directamente con la activación y

represión del gen de la CK 18, por lo cual es necesario continuar con el estudio

en la expresión y regulación del gen para la proteína, por lo que sería

interesante conocer si existe alguna relación con las modificaciones en la

síntesis, estructura, expresión y recambio de esta proteína en hígado expuesto

a arsenito
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ABREVIATURAS

Asi Arsénico inorgánico

AsIII Arsenito de Sodio

AsV Arsenato de sodio

MMAIII Ácido monometilarsenoso

MMAV Ácido monometilarsínico

DMAIII Ácido dimetilarsenoso

DMAV Ácido dimetilarsínico

TMAsO Óxido trimetilarsina

CK 18 Citoqueratina 18

CK 8 Citoqueraina 8

ROS Especies Reactivas de Oxígeno

AlAsO4 Arsenato de aluminio

FeAsO4 Arsenato de hierro

Ca3AsO4 Arsenato de calcio

EPA Agencia de protección al ambiente

H3AsO4 Ácido arsénico

GSH Glutatión reducido

GSSG Glutatión oxidado

SOD Superóxido dismutasa

Gpx Gluatatión peroxidasa

DNA Ácido desoxiribonucléico

NADH oxidasa Oxidasa de Nicotina Adenina dinucleótido reducido

GSTO-1-1 Glutatión-S-transferasa Omega 1

As3mt Arsénico metiltransferasa

RNA Ácido ribonucleico

GST-p Glutatión S-transferasa-p

HSP 70 Proteína de Choque térmico 70

HSP 90 Proteína de Choque térmico 90

ERP72 Proteína de estrés del retículo endoplásmico

GRP78 Proteína relacionada con glucosa 78-kDa

ERK1 Cinasa-1 regulada por señal extracelular

MAPKK5 Proteína cinasa 5 activada por mitógenos
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PKC-d Proteína cinasa C tipo d

iNOS Sintetasa inducible del óxido nítrico

TNF-α Factor de necrosis tumoral-α

GM-CSF Factor estimulador de crecimiento de granulocitos

IGFBP-1 Proteína de unión al factor de crecimiento similar a Insulina

1

IGFBP6 Factor de crecimiento similar a insulina ligado a la proteína

6

PGF 10 Factor 10 de crecimiento de fibroblastos

VEGF-D Factor de crecimiento endotelial vascular D

ET-1 Endotelina-1

JNK Cinasa Terminal-NH2 c-jun

JNK1 Cinase terminal-NH2 c-jun 1

Fasl Antígeno de Fas ligando

MAPK p38 Proteína cinasa activada por mitogeno p38

PI-3K Subunidad reguladora de fosfatidilinositol-3-cinasa

ICE Caspasa-1

O2
 anión superóxido

H2O2 Peróxido de hidrógeno

OH Radical hidroxilo

1O2 Singulete de oxígeno

LOO Radical peroxilo

NO Óxido nítrico

ONOO Peroxinitrito

8-OHdG 8-hidroxi-2´deoxiguanosina

NAC N- acetilcisteina

HO-1 Hemoxigenasa 1

HNE 4-hidroxi-2-nonenal

HHE 4-hydroxi-2-hexenal

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidermal

MAPK Proteína Cinasa Activada por Mitógeno

NF-KB Factor nuclear KB

BSO Butionin-sulfoximida
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TBARS Especies Reactivas al ácido tiobarbitúrico

SFB Suero fetal bovino

PMSF Fenilmetanosulfonil fluorido

EDTA Ácido etilen Diamino tetraacético

PBS Buffer de fosfatos

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida-Dodecil Sulfato de

sodio.

RT-PCR Retrotranscripción-Reaccción en cadena de la Polimerasa

mRNA Ácido ribonucleico mensajero

TBA Ácido tiobarbitúrico

MDA Malondialdehído

NADPH Nicotina Adenina dinucleótido reducido

DTNB Ácido 5´5´-dithio-bis (2-nitrobenzoico)

TNB 5-tiol-2-nitrobenzoico

GST Glutatión-S-transferasa

ATP Adenosin-5’- trifosfato

ADP Adenosin-5’-difosfato
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