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Resumen  
 
 

Los metales son elementos ubicuos contaminantes del aire, agua y suelo; se 

encuentran formando una mezcla compleja en la que destaca la presencia de 

As, Cd, y Pb presentes en áreas cercanas a fundidoras y metalúrgicas. Se ha 

reportado que esta mezcla tiene potencial carcinogénico y transformante a 

través del establecimiento de estrés oxidativo.  

 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la participación de la barrera antioxidante 

en el proceso de transformación celular mediante la exposición crónica a la 

mezcla de metales (2µM NaAsO2, 2µM. CdCl2, y 5 µM Pb(C2H3O2)2·3H2O), 

en combinación con L-buthionin sulfoxamina (BSO) y 3-aminotriazol (3-ATZ) 

inhibidores químicos de los antioxidantes glutatión (GSH) y catalasa 

(CAT) respectivamente en un modelo celular de origen hepático embrionario 

humano no transformado (WRL-68). 

 

Se evaluó la concentración intracelular de metales; especies reactivas de 

oxígeno; marcadores de daño oxidativo (lipoperoxidación y genotoxicidad); 

actividad antioxidante GSH, CAT, superoxido dismutasa (SOD) y  promoción de 

la transformación celular.  

 

Los resultados obtenidos mostraron un incremento significativo en la 

concentración intracelular de Cd y Pb. Se observó la generación de especies 

reactivas de oxígeno, citotoxicidad, genotoxicidad, lipoperoxidación y cambios 

morfológicos relacionados con la transformación celular, exclusivos del grupo 

tratado con la mezcla de metales más inhibidores antioxidantes.  

 

En conclusión, nuestros resultados demuestran la participación directa de la 

barrera antioxidante en la protección e integridad celular, inhibiendo el potencial 

transformante de la mezcla de metales (As-Cd-Pb) por el establecimiento de 

estrés oxidativo. 
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Abstract  
 
 

Metals are ubiquitous soil, air, and water pollutants. A mixture of arsenic 

cadmium and lead, in particular, has commonly been found in the vicinity of 

smelter areas. The mixture of As-Cd-Pb has been shown to be carcinogenic 

and transforming potential; oxidative stress have been proposed as principal 

mechanisms involved in this process. The aim of this work was to explore 

the role of the antioxidant barrier in the establishment of cell 

transformation upon chronic exposure to a metal mixture containing 2µM 

NaAsO2, 2µM. CdCl2, and 5 µM Pb(C2H3O2)2·3H2O in WRL-68 cells a non 

transformed human hepatic cell line.  

In this study, we used a model of human embryonic hepatic origin treated 

with antioxidant inhibitors (L-buthionine-sulfoxamine and aminotriazole) to 

test the role of the antioxidant barrier in the establishment of cell 

transformation upon chronic exposure to a metal mixture of As-Cd-Pb. We 

evaluated oxidative damage markers, including reactive oxygen species, 

lipid peroxidation, and genotoxicity, as well as antioxidant response 

markers, including glutathione concentration, catalase activity, and 

superoxide dismutase activity; the promotion of morphological 

transformation was quantified by foci formation in cell exposed to metals 

mixture.  

As expected, we found an increase in the intracellular concentration of the 

metals after treatment with the metal mixture. The treatment with metal 

mixture more antioxidants inhibitors resulted a large increase intracellular 

concentration of cadmium and lead. Our results describe the increased 

generation of reactive oxygen species, cytotoxicity, genotoxicity, and 

oxidative damage to macromolecules that occurred exclusively in cells that 

were morphologically transformed upon exposure to a metal mixture and 

antioxidant barrier inhibition.  

In conclusion our results show the importance of the antioxidant barrier 

role in the protection of cellular integrity and the transformation potential of 

this metal mixture via free radicals. 
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Antecedentes  
 
 
Los metales son elementos presentes en la corteza terrestre, distribuidos de 

forma natural en el ambiente como consecuencia de los procesos bio-

geoquímicos. Debido a su versatilidad, son ampliamente utilizados en la 

manufactura de componentes electrónicos, materiales de construcción, 

combustible y fertilizantes; por lo que su uso, producción y emisión ha 

aumentado exponencialmente desde la revolución industrial. Favorecido la 

acumulación de estos elementos en el ambiente, por su incapacidad para bio-

degradarse. Provocando la contaminación de múltiples ecosistemas donde el 

ser humano entra en contacto con estos metales de forma crónica por vía oral, 

olfatoria y dérmica; con efectos directos sobre la salud [1, 2]. 

 

Algunos metales como el Fe, Cu y Zn son elementos esenciales para los 

organismos vivos, ya que participan en una amplia variedad de procesos 

biológicos como la homeostasis de iones metálicos. El desequilibrio de los 

iones metálicos en los sistemas biológicos puede llevar al establecimiento de 

estrés oxidativo, afectando la estructura y función de macromoléculas de 

importancia biológica; asociando estos cambios con múltiples enfermedades 

humanas entre las que destaca el cáncer [3].  

 

Las actividades humanas en los campos de la industria, minería, agro-

tecnología y quema de combustible fósil generan miles de compuestos 

químicos que son liberados al medio ambiente en forma de mezclas. De ahí 

que las poblaciones humanas estén expuestas a mezclas de compuestos 

persistentes en el ambiente, en las que son frecuentes encontrar metales como 
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el plomo (Pb), cadmio (Cd) y el metaloide arsénico (As). La acumulación de 

esta mezcla de metales en los ecosistemas son una importante fuente de 

exposición humana, además de las mezclas generadas en los lugares de 

trabajo donde la población está expuesta de forma crónica, representando un 

importante problema de salud pública [4]. 

 

El plomo, cadmio y arsénico se encuentran a altas concentraciones en el 

entorno cercano a la industria minera, metalúrgica y fundición. Diferentes 

estudios publicados por la Agencia para Sustancias Tóxicas y el Registro de 

Enfermedades (ATSDR) [5] y la Agencia de Protección Ambiental (EPA) de los 

Estados Unidos [6]; han identificado que la exposición a mezclas de metales 

entre ellas, a la de As, Cd, Pb, resultan un factor de riesgo para el desarrollo de 

múltiples enfermedades [4, 7].  

 Lo anterior, sugiere la necesidad de estudiar los efectos ocasionados por la 

mezcla de As-Cd-Pb a bajas concentraciones y periodos de exposición crónica; 

ya que es la forma real en la que las poblaciones humanas se exponen tanto 

en el ámbito ambiental como laboral. Por lo que la propuesta del presente 

trabajo, está dirigida a identificar el papel que juega la barrera antioxidante en 

el proceso de transformación celular.  

 

 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


5 
 

Especies reactivas de oxígeno (ERO). 

Un radical libre es un átomo o molécula con uno o más electrones 

desapareados en el último orbital, capaz de reaccionar con múltiples moléculas 

a través de su oxidación. Bajo este concepto, las formas reducidas del O2 se 

denominan especies reactivas de oxígeno (ERO); en las que se incluyen a los 

radicales libres derivados del oxígeno y peróxido de hidrógeno (H2O2) [36]. Las 

ERO son producto del metabolismo celular y fuentes exógenas (rayos X, humo 

de tabaco, contaminación ambiental); en la célula tienen una participación dual 

ya que pueden adoptar un papel benéfico o perjudicial en los sistemas vivos. 

Los efectos benéficos de las ERO se presentan a bajas concentraciones, 

participando en diferentes funciones fisiológicas de la célula; como defensa 

contra agentes infecciosos y en los sistemas de señalización celular [37]. En 

contraparte, el efecto nocivo en los sistemas biológicos esta basado en el 

establecimiento de estrés oxidativo por desequilibrio en el estado redox celular, 

generando daño a macromoléculas de importancia biológica [38].  

 

El anión superóxido (O2
•−) es de las primeras ERO en formarse; derivadas del 

metabolismo celular y "la activación" del oxígeno por irradiación física. Por otra 

parte, el O2
•− puede actuar de forma recíproca con otras moléculas para 

generar ERO secundarias; frecuentemente a través de reacciones catalizadas 

por enzimas y metales, como ocurre en la reacción de Haber-Weiss [39]: 

[O2
·- +H2O2  O2 + OH+OH-]. 

Respecto a su participación en el daño a macromoléculas biológicas, el O2
•− no 

reacciona directamente con polipéptidos, azúcares, o ácidos nucleicos y su 

participación en la peroxidación de lípidos, aún no es bien definida. La 

eliminación del O2
•− se da por acción de la enzima SOD, a través de una 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


6 
 

reacción de dismutación en la que se genera como producto final H2O2 y O2  

[40, 41]. 

La generación de varios radicales libres está estrechamente unida con metales, 

que participan activamente en el mantenimiento redox de la célula [42]. El 

estado redox celular está relacionado con el hierro (Fe) y cobre (Cu), los cuales 

se mantienen dentro de límites fisiológicos para conservar la homeostasis 

celular. El Fe (II) puede participar en la reacción Fenton, generando el radical 

hidroxilo (•OH) el cual es altamente reactivo a través de la siguiente reacción: 

 

 

 

 

Como ya se mencionó el radical superóxido también participa en la reacción de 

Haber-Weiss. La cual combina una reacción tipo Fenton y la reducción de Fe 

(III) por el superóxido, cediendo Fe (II) y oxígeno como se muestra en la  

reacción [43]:  

 

 

 

 

El radical hidroxilo (•OH), es otra especie altamente reactiva con una vida 

media de menos de 1ns (nano segundo) en solución acuosa [44]. Cuando este 

se produce in vivo reacciona cerca de su sitio de formación; y puede ser 

generado por descomposición del H2O2 y radiación ionizante, generando el 

radical ·OH y átomos de hidrógeno. La generación in-vivo de este radical se da 

 
Fe (II) +H2O2Fe (III) + ·OH+OH- 

________________________________________________ 

Reacción de Fenton  

 

Fe (III) +O2
·-  Fe (II) +O2 

Reacción de Haber-Weiss 
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mediante la reacción de Fenton, la cual es catalizada en presencia de metales 

como el Fe, Cu, Cr, Co, entre otros [43, 45]. La producción del ·OH cerca del 

ADN puede reaccionar con las bases de esta molécula, generando rupturas de 

cadena como consecuencia de la afinidad del ·OH por los átomos de hidrógeno 

del ADN. 

 

El radical peroxil (ROO·) puede generarse en los sistemas vivos y participar en 

diversas reacciones biológicas. La detección y medida de la peroxidación de 

lípidos es citada como prueba de la participación del radical ROO· en esta 

reacción; como marcador de enfermedades humanas y exposición a tóxicos. El 

radical ROO· también está implicado en la inducción de daño a proteínas y 

ADN en interacción sinérgica con el O2
·-  [46, 47]. 

Aunado a estos mecanismos, existe la reducción univalente del oxígeno que 

resume de forma química la generación de ERO; basado en la reducción 

secuencial de la molécula de oxígeno en medio acuoso a pH 7.0 a 1atm. como 

se observa en la reacción [48]: 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 e –               e –,2H+             e –, -OH-                 e –,H+ 

O2       O2
•–        H2O2            

•OH     H2O 
___________________________________________ 

Reducción univalente del oxigeno  
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Antioxidantes. 

 

Para equilibrar y contrarrestar los efectos negativos de las ERO propias del 

metabolismo celular o derivadas de la exposición a tóxicos, la célula cuenta con 

moléculas y enzimas antioxidantes capaces de remover a los radicales libres 

(pro-oxidantes) proporcionando protección a la célula y sus biomoléculas.  

 

Un antioxidante por definición presenta las siguientes características:  

(I) Especificidad contra radicales libres; (II) Capacidad para atrapar metales; 

(III) Interacción con la regeneración de otros antioxidantes;  (IV) Ser fácilmente 

absorbido; (V) Estar presente a una concentración fisiológicamente relevante 

en tejidos y biofluídos; (VI) Capacidad de acción tanto en los dominios acuosos 

como en los de membrana [22]. 

 

 

Los antioxidantes se dividen en dos grupos; los de tipo enzimático como la 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) [49], 

y los de tipo no enzimático que incluyen a vitaminas, carotenoides, tióles 

(glutatión, thioredoxina y ácido lipóico), flavonoides naturales, melatonina y 

otros compuestos [50]. Debido a la importancia de los antioxidantes en el 

equilibrio redox célular, se ha identificado una interacción directa entre el 

aumento de los niveles de ERO y una baja en la actividad y concentración de 

los antioxidantes en diferentes enfermedades crónicas como el cáncer. 
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La enzima superoxido dismutasa (SOD), es uno de los antioxidantes 

intracelulares más eficientes. Tiene la capacidad de catalizar la dismutación del 

O2
·- a O2, generando H2O2 como especie intermedia de la siguiente reacción 

[51]: 

 

 

 

 

Esta enzima presenta diferentes isoformas, que difieren en la naturaleza de su 

centro metálico activo, constitución de aminoácidos, número de sub-unidades y 

cofactores. En el humano hay tres isoformas de SOD, clasificadas con base a 

sus centros metálicos y localización; una de ellas está localizada en el 

citoplasma celular y contiene como centro metálico al cobre y zinc (Cu, Zn-

SOD), otra se localiza en la mitocondria presentando manganeso (Mn-SOD) y 

finalmente la forma extracelular (EC-SOD) que contiene Cu y Zn [52]. 

 

Por otro lado la Catalasa (CAT) es una enzima presente en las células 

animales, vegetales y bacterias aerobias; se encuentra localizada en los 

peroxisomas de la célula, y es considerada como una de las enzimas celulares 

más eficientes en la conversión de peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno 

molecular. La catalasa es una enzima que cuenta con una elevada velocidad 

de reacción, ya que una molécula de catalasa puede convertir 

aproximadamente 6 millones de moléculas de peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno cada minuto, a través de la siguiente reacción [49]. 

 
 
 
 

 
SOD 

2O2
•− + 2H+   →    H2O2 + O2 

____________________________________________ 
Reacción enzimática de SOD 

                    CAT 
2H2O2     →   2H2O + O2 

Reacción enzimática de la catalasa 
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Además, esta enzima se asocia con el desarrollo de cáncer, ya que se ha 

reportado una disminución en su actividad en varios tumores. Lo cual podría 

estar favoreciendo el desarrollo y progresión del cáncer, debido a que se hace 

ineficiente el proceso de detoxificación del H2O2 en la célula, generando daño 

oxidativo a biomoléculas y desregulación génica [49].  

 

A su vez el Glutatión (GSH) es uno de los antioxidantes no enzimáticos más 

abundantes de la célula, formado por glutamato, cisteina y glicina. Es 

considerado como un amortiguador celular, encargado de mantener en 

equilibrio el estado redox intracelular. De acuerdo a su localización en la célula, 

se estiman diferentes concentraciones; en el citosol una concentración de (1-11 

mM), en el núcleo (3-15 mM), y en mitocondrias (5-11 mM) [53]. El glutatión es 

un antioxidante que se puede encontrar tanto en su forma reducida como 

glutatión (GSH) y oxidada formando glutatión disulfuro (GSSG), como se 

observa en la figura [22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como consecuencia de un ambiente oxidante, se genera la modificación de los 

grupos sulfhidrilo de las proteínas (proteína-SH); generando como productos de 

la oxidación al ácido sulfénico (proteína-SOH) y radicales tiol (proteína-S•) [54].  

 

 

 
Estructura del glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG).  
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Estos productos parcialmente oxidados reaccionan con el GSH y forman 

proteínas S-glutationadas (proteína-SSG), que son reducidas en el ciclo del 

glutatión por la enzima glutatión reductasa y pequeñas proteínas como 

glutaredoxinas y tioredoxinas, restaurando los grupos sulfhidrilo de la proteína 

(proteína-SH). Si el proceso de oxidación de los grupos sulfhidrilo de las 

proteínas no es frenado por el GSH, la oxidación conduce a la formación 

irreversible de formas oxidadas como el ácido sulfénico (proteína-SO2H) y 

ácido sulfónico (proteína-SO3H) [55]. 

 

La capacidad antioxidante del GSH se puede describir de forma general 

mediante su reacción con un radical (R•), como se observa en la siguiente 

reacción:  

 

 

 
Los radicales tiol (GS•) generados de esta reacción pueden dimerizarse para 

formar un producto no radical, como el glutatión oxidado (GSSG), mediante la 

reacción: 

 

 

En las células el GSSG acumulado puede afectar la actividad de enzimas, 

reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las proteínas y generar la unión de las 

proteínas con el glutatión; por lo que el equilibrio entre GSH/GSSG es 

importante para mantener el equilibrio redox de la célula, además de funcionar 

como marcador de estrés oxidativo en los organismos vivos [56]. 

 

 

GSH + R• → GS• + RH 

Reacción general del GSH 

GS• + GS• → GSSG 

Reacción general de la oxidación 
de  GSH 
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El GSH desempeña múltiples funciones en la célula, todas ellas encaminadas a 

neutralizar el estrés oxidativo a traves de los siguientes mecanismos de acción: 

(I) Actúa como co-factor de enzimas antioxidantes, como la glutatión 

peroxidasa (GPx) y glutatión S-transferasa (GST) entre otros; (II) Participa en el 

transporte de aminoácidos a través de la membrana celular; (III) Atrapa al ·OH y 

oxígeno singlete, detoxifica a la célula del H2O2 y peróxidos lipídicos por acción 

de la GPx; (IV) Capacidad de regenerar antioxidantes como la vitamina C y E a 

sus formas activas, puede reducir directamente al tocoferol a vitamina E, o 

indirectamente a través de la reducción del dehidroascorbato a ascorbato [53]. 

Aunado a esto, varios reportes apoyan la participación del GSH en la 

regulación de las vías de señalización redox de la célula, a través de los 

cambios en el nivel total de GSH y la proporción de su forma oxidada (GSSG) o 

reducida (GSH) [57]. Además el GSH regula la actividad de varios factores de 

transcripción como son el factor nuclear NF-ĸB y la proteína activadora AP-1, 

mientras que en el núcleo parece estar regulando la unión del factor de 

transcripción Sp-1 con el ADN. También se ha identificado su participación en 

la apoptosis celular, debido a los diferentes mecanismos que desempeña en la 

eliminación de radicales libres, modulación del estado redox y su interacción 

con las vías pro y anti apoptoticas [53, 58]. 

Además de esto, se ha reportado una asociación entre la incidencia de cáncer 

y alteraciones en la función de la enzima GST, así como el aumento de GSSG 

en la progresión del cáncer en todas sus etapas [59].  
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En conclusión, estos tres antioxidantes (SOD, CAT y GSH) forman parte de la 

denominada barrera antioxidante primaria, la cual está encargada del manejo e 

inhibición de las especies reactivas de oxígeno (ERO) nocivas para las célula. 

 
 
Transformación celular  
 

El proceso de carcinogénesis es un evento multi-etapas, en el que participan 

varios de los mecanismos moleculares descritos para los metales en estudio 

como son: la generación de ERO, cambios en la expresión y activación de 

señales celulares, regulación de factores nucleares de transcripción, inhibición 

de la apoptósis, desregulación del crecimiento y ciclo celular, sobre expresión 

de oncogenes, daño al material genético e inhibición de los mecanismos de 

reparación del ADN [27, 60].  

Este proceso presenta tres etapas según el modelo de carcinogénesis química 

clasificadas como: iniciación, promoción y progresión.  

La etapa de iniciación se presenta como consecuencia de la interacción del 

carcinógeno con el ADN generando mutaciones no letales, las cuales al fijarse 

pueden ser consideradas como precursores de un futuro tumor. La etapa de 

promoción se considera como un proceso que facilita la expansión clonal, de 

las células previamente iniciadas por inducción de la proliferación celular y/o la 

inhibición de la apoptosis, identificándose la formación de lesiones focales. Por 

último la etapa de progresión involucra cambios celulares y moleculares que 

conducen de un estado pre neoplásico a neoplásico [61] (Figura 1).  
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Figura 1. Esquema de transformación celular [61].  

 

La evaluación del potencial carcinógeno de las sustancias químicas hacia los 

humanos, se ha hecho a través de experimentos animales. Sin embargo, la 

comunidad científica ha prestado atención a estrategias alternativas en el 

cumplimiento de los valores éticos y de regulación en los estudios con modelos 

animales. Una alternativa para los ensayos de carcinogénesis in vivo es la 

sustitución de los bioensayos animales con modelos in vitro de mediano a largo 

plazo.  

Para realizar estos ensayos, se cuenta con dos categorías generales de 

sistemas de transformación, basadas en el tipo celular. Una de ellas incluye 

células diploides con tiempo de vida limitado (embriones de hámster sirio SHE) 

y líneas celulares de tipo aneuploide inmortalizadas (BALB/c 3T3, C3H/10T1/2) 

[62]. Estos modelos cuentan con diferentes inconvenientes en cuanto a su 
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origen (animal) no humano y los métodos de inmortalización celular; las cuales 

pueden ser variables importantes de predisposición a la transformación celular 

propias del modelo, enmascarando los efectos reales de la sustancia a evaluar. 

Lo cual hace que los resultados obtenidos con estos modelos presenten 

variantes importantes en comparación con los sistemas in vivo y aún más con 

lo esperado en humanos.  

 

Por lo anterior, surgió el interés de estudiar un modelo de origen humano para 

obtener resultados representativos de la exposición in vivo en humanos. Se 

decidió emplear para este estudio a la línea celular WRL-68 de origen fetal 

humano no transformado, con características morfológicas y fisiológicas 

similares a la de hepatocitos y cultivos primarios. Metabólicamente esta línea 

es pro-eficiente, ya que conserva la secreción de proteínas características 

como alfa-feto proteína, albúmina, cito-queratinas, alanino aminotransferasa, 

aspartato aminotransferasa, gamma glutamil transpeptidasa y fosfatasa alcalina 

[63]. Las cuales son características que hacen de esta línea celular un buen 

modelo de estudio para evaluar el efecto tóxico de la mezcla de As-Cd-Pb. 
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Mecanismos moleculares As, Cd, Pb 
 
 
Los mecanismos moleculares mediante los cuales el As, Cd y el Pb ejercen sus 

efectos tóxicos, convergen en el potencial de generar ERO capaces de alterar 

el equilibrio de óxido-reducción en la célula (estado redox), el cual es uno de 

los principales mecanismos involucrados en el proceso de carcinogénesis [8, 

9]. 

Dentro de las ERO generadas por exposición a As se incluyen a los iones 

superóxido (O2
.-), oxigeno singlete (1O2), radical peroxilo (ROO.), óxido nítrico 

(NO.), peróxido de hidrogeno (H2O2), peroxil dimetilarsenico ([(CH3)2AsOO.]) y 

dimetilarsenico [(CH3)2As.] [10, 11]. Aunque el mecanismo responsable de la 

generación de estas especies aún sigue siendo estudiado, se propone también 

la generación de especies intermediarias de arsina [3]. Por otra parte, se ha 

identificado que el arsenito tiene la capacidad de activar a la enzima NADPH 

oxidasa, contribuyendo con la generación de iones O2
.- [10, 12].  

El Cd genera de forma directa ERO, como el radical O2
•−, ·OH, H2O2 y óxido 

nítrico (NO), e indirecta mediante la reducción de la actividad de los 

antioxidantes (GSH, SOD y CAT) [13-15], a través del desplazamiento de Fe y 

Cu de diferentes moléculas intracelulares; los cuales participan en la 

generación de ·OH+OH- a través de la reacción de Fenton [16]. 

El Pb genera como principales ERO al 1O2, H2O2 e hidroperóxido (HO2) [17, 

18]. Además de inhibir a la enzima ácido delta aminolevulinico deshidrogenasa 

(ALAD), precursora del grupo hemo en los eritrocitos [19]; lo cual desencadena 

la generación de O2
•−, ·OH, H2O2 [20-22]. 
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Existen pocos estudios sobre la generación de ERO por exposición a la mezcla 

de As-Cd-Pb (23,25) y aun son escasos aquellos que identifiquen directamente 

la presencia de cada una de las ERO. 

Nuestro grupo de investigación ha identificado de forma indirecta la generación 

de O2
•−, ·OH y H2O2, a través de la cuantificación de ERO por medio de la 

oxidación de la dihidrorhodamina-123, por exposición a la mezcla de As, Cd, 

Pb en un modelo de transformación celular. Por otra parte, el incremento en la 

actividad de las enzimas SOD y CAT, sugieren la presencia de O2
•− y H2O2 por 

exposición a esta mezcla como lo reportan los estudios publicados por Silva-

Aguilar [23]; Martínez-Pacheco [24] y Rodrígez-Sastre [25]. 

De forma general se ha reportado la participación de estos metales en el 

proceso de carcinogénesis, a través de la modulación de varios mecanismos 

moleculares y vías de señalización. Entre los que se incluyen: (a) la generación 

de ERO, involucradas en la generación de daño a biomoléculas; (b) cambios en 

la expresión y activación de la transducción de señales sobre la función celular 

por medio de los factores de crecimiento EGF, VEGF, PDGF, proteínas G: H-

ras, K-ras, proteínas tipo tirosina kinasa c-src, proteínas MAPK: ERK, JNK, 

p38, BMAPK-1 y la vía de PI3K/Akt; (c) regulación de los factores nucleares de 

transcripción NF-κB, AP-1,p53, HIF; (d) inhibición de la apoptosis mediante la 

activación de moléculas anti apoptóticas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W; (e) regulación 

del crecimiento y ciclo celular; (f) expresión de oncogenes; (g) daño al material 

genético vía radicales libres, metal-ADN; (h) inhibición de los mecanismos de 

reparación del ADN. 
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Estos mecanismos de acción descritos en metales interaccionan de forma 

coordinada en el proceso de carcinogénesis; Figura 2 [26-28]. 

 

 

 
 

Figura 2. Mecanismos de acción generados por metales y metaloides en el proceso de 

carcinogénesis [28]. 

 

Los mecanismos antes descritos resumen de forma general el efecto por 

exposición individual a los metales de estudio (As, Cd y Pb); sin embargo, es 

necesario estudiar y precisar la participación e interacciones moleculares de 

estos metales en forma de mezcla y su participación en el proceso de 

carcinogénesis. 
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Mezcla de metales As-Cd-Pb 

 

Como se ha descrito con anterioridad, las poblaciones humanas se encuentran 

expuestas a metales en el entorno ambiental y ocupacional; la cual es una 

condición común en los países industrializados. Actualmente, se tiene amplio 

conocimiento sobre la toxicidad de estos metales en su forma individual, pero 

poco se sabe acerca de ellos como mezcla. Con la finalidad de conocer sus 

interacciones químicas y efectos sobre la salud al acumularse en los tejidos; en 

los últimos años se ha incrementado el interés por estudiar la exposición 

ambiental/ocupacional de esta mezcla de metales a bajas concentraciones y 

periodos de exposición crónica. Sin embargo, evaluar el efecto tóxico de estos 

elementos en las poblaciones humanas es difícil, ya que generalmente la 

exposición es a bajas concentraciones y con efectos a largo plazo [4, 29].  

 
Los reportes de la ATSDR concluyen que la mezcla formada por As-Cd-Pb, es 

la más frecuente en los depósitos de desechos peligrosos, contaminando el 

suelo de 219 de los 1.608 sitios evaluados; entre los que se incluyen centros de 

almacenamiento de residuos, tratamiento o eliminación, manufactura e 

industria, y sitios de desechos peligrosos del gobierno. Donde la exposición a 

esta mezcla es a través del agua y suelo, siendo la vía oral la principal ruta de 

contacto humano con un periodo de exposición de sub-crónico a crónico [5]. 

 
Aunado a esto, se ha reportado que la exposición a la mezcla de As, Cd y Pb, 

está asociada con el desarrollo de enfermedades de tipo hematológico, 

hepático, renal, neurológico, reproductivo e inmunológico [30].  
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Mientras que en su forma individual estos elementos se han relacionado con 

enfermedades de tipo hepático, cardiovascular, renal, hematológico, 

dermatomiositis, trastornos neurológicos y cáncer [31]. 

 

La concentración de la mezcla (As-Cd-Pb), generalmente es elevada en el 

entorno cercano a la minería y los sitios de fundición, donde las poblaciones 

circundantes están expuestas de forma crónica a estos metales. Lo anterior ha 

sido confirmado por diferentes estudios poblacionales en países como los 

Estados Unidos, en los que se han identificado marcadores de exposición y 

hallazgos clínicos en las poblaciones cercanas a las áreas contaminadas.  

Sin embargo, la mayoría de estos estudios están enfocados a uno o dos 

metales, sin investigar su potencial de interacción como mezcla. Mientras que 

otros estudios han evaluado la mezcla de As, Cd y Pb en concentraciones de 

relevancia epidemiológica, encontrando marcadores de exposición propios de 

estos metales tanto en su forma individual y en combinaciones binarias, 

resultando ser indicadores potenciales del desarrollo de varias enfermedades 

humanas entre las que destaca el cáncer [32, 33].  

 

En busca de conocer los mecanismos y efectos por exposición a esta mezcla 

de metales; varios grupos de investigación enfocaron sus estudios hacia esta 

mezcla y sus efectos en diferentes modelos de estudio. Una recopilación hecha 

por Wang & Fowler [4] y Kossowska, et al., [34]; resume los principales 

hallazgos por exposición a la mezcla de  As-Cd-Pb, en combinaciones binarias 

con alguno de estos metales y otros elementos (Tablas 1-2).  
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 Tabla 1. Estudios experimentales con exposición As, Cd, Pb 

Experimento Elementos de 
exposición 

Bio-marcador/Efecto Referencia 

In vivo As, Cd, Pb ALA/porfirinas Mahaffey y Fowler., 1977 
Fowler y Mahaffey., 1978 
Mahaffey et al., 1981 

 As, Cd Proteinuria Liu et al.,2000 
 As, Cd, Pb ZPP,ALAD Fowler et al., 2004 
 As, Cd, Pb HSPs, MT, ZPP Wang et al., 2003 
 As, Cd LPX,GSH,MT Yáñez et al., 1991 

In vitro Pb, Cd, Ca, 
Fe, Zn 

PbBPs Mistry et al.,1986 

 Pb, Cd, Zn ALAD,MT Goering y Fowler.,1987 
 Cd, As HSPs, MT Madden et al., 2002 

Abreviaturas: Ácido aminolevulinico (ALA);  Zinc Proto-Porfirina (ZPP); ácido delta-aminolevulinico dehidratasa (ALAD); 
Proteinas de choque térmico (HSPs); Metalotioneina (MT); Glutation (GSH); lipoperoxidación  (LPX); Proteinas de unión 
a Pb (PbBPs). 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2. Estudios en poblaciones expuestas a As, Cd, Pb 

Experimento Elementos 
de exposición 

     Bio-marcador/Efecto Referencia 

Medioambiental Pb, Cd, Hg Proteinuria deBurbure et al.,2003 
 As, Cd Proteinuria Hong et al.,2004 
 As, Cd Proteinuria,MT Nordberg et al., 2005 
 As, Cd, 

Pb, Hg 
Prolactina,ácido 

homovanilico 
deBurbure et al.,2006 

 Pb, Cd Enfermedad 
arterial periférica  

Navas-Acien et al. 2004 

Ocupacional Pb, Cd, Hg Proteinuria Roels et al.,1999 
 Pb, Cd ↓GPx,↑LPX Wasowiez et al.,2001  
 Pb, Cd ↑Micronucleos y 

rompimientos en el 
ADN. 

Palus et al.,2003 

 Cd, Pb, Co Rompimientos en 
el ADN, 8-OH DG 

Hengstler et al.,2003 

 Pb, Cd ↑α-Glutation 
transferasa 

Garcon et al.,2004 

 Pb, Cd ↑α-Glutation 
transferasa, 
ZPP,MDA 

Garcon et al.,2007 

 Pb,Cd,As Falla renal crónica, 
Enfermedad 

cardiovascular 
(cistatina-C). 

Poreba et al., 2011ª   

Abreviaturas: Metalotioneina (MT); Glutatión Peroxidasa (GPx); Lipoperoxidación (LPX); 8 hidroxi deoxiguanina (8-OH 
DG); Zinc Proto-Porfirina (ZPP); Malondialdehido (MDA); Aumento (↑); Disminución (↓). 
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Los anteriores reportes muestran un panorama global e interés por el estudio 

toxicológico y efectos sobre la salud de esta mezcla, con amplia distribución y 

persistencia en el ambiente. Lo cual ha ubicado a esta mezcla dentro de la lista 

de prioridades epidemiológicas por diferentes agencias internacionales, 

categorizando la exposición a esta mezcla como un problema de salud publica. 

 

Por otra parte, cabe mencionar que los constantes avances en la industria y los 

requerimientos de las grandes ciudades potencian la producción de nuevos 

tóxicos, así como la generación de efectos sinérgicos o potenciación entre las 

nuevas mezclas y las ya existentes en el medio ambiente. Haciendo de estos 

puntos críticos un importante reto para su estudio, prevención, tratamiento y 

regulación a nivel de los sistemas de salud [35]. 
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Hipótesis  
 

 La barrera antioxidante es un factor protector en el proceso de 

transformación celular mediado por el establecimiento de estrés 

oxidativo.  

 
Objetivo general 
 

• Conocer si la inhibición de las defensas antioxidantes en combinación 

con la exposición crónica a la mezcla de As-Cd-Pb participan en la 

transformación de la línea celular WRL-68.  

 
Objetivos particulares  
 

 Evaluar por medio de espectrofotometría de absorción atómica la 

concentración intracelular de As-Cd-Pb por un periodo de exposición 

crónica. 

 Evaluar si la exposición crónica a la mezcla de As-Cd-Pb, es capaz de 

inhibir la barrera antioxidante. 

 Evaluar si la inhibición química de las moléculas antioxidantes GSH, 

CAT favorece el proceso de transformación celular, junto con la 

exposición crónica a la mezcla de As-Cd-Pb.  

 Evaluar el establecimiento de estrés oxidativo mediante la determinación 

de ERO, lipoperoxidación y daño genotóxico. 

 Evaluar la transformación celular según los parámetros recomendados 

por la IARC/NCI/EPA. 

 

 
 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


24 

Diseño experimental 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Figura 3. Diseño experimental general  
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Metales + Inhibidores antioxidantes (2ª etapa)  
 
 
 

 
 

Figura 4. Diseño Experimental 2ª etapa “Metales+inhibidores antioxidantes”.  
Especies reactivas de oxígeno, (ERO); Glutatión, (GSH); Superóxido dismutasa, (SOD); Catalasa, (CAT). 
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Metodología  
 
 
Cultivo celular y tratamientos  
 

Las celulas WRL-68 fueron cultivadas con el medio DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium), suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% 

de aminoácidos no esenciales, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml 

estreptomicina. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2. La siembra 

de células se hizo en cajas de 6 pozos con 5 X 104 células/pozo y fueron 

cosechadas al 80% de confluencia.  

Se evaluaron cuatro grupos experimentales: grupo control (C) no tratado, 

cultivado según las condiciones antes descritas y reemplazando el medio de 

cultivo cada 72 hrs; grupo (M) tratado con la mezcla de metales (2 µM NaAsO2, 

2 µM CdCl2 y 5 µM Pb (C2H3O2)2·3H2O) equivalente a las concentraciones de 

exposición ocupacional, renovando el tratamiento cada 72 hrs (1°etapa 

experimental) [7, 64] ; grupo (I) tratado con la mezcla de inhibidores químicos 1 

mM de L-buthionine-S, R-sulphoximine (BSO) (inhibidor de la síntesis de GSH) 

y 1.66 mM de 3-aminotriazol (3-ATZ) (inhibidor de CAT), aplicando el 

tratamiento por 2 hrs de exposición y renovando cada 72 hrs; por último se 

incluyo el grupo (M+I) tratado con la mezcla de metales e inhibidores 

antioxidantes antes descritos, aplicando el tratamiento por 2 hrs y renovando 

cada 72 hrs (2° etapa experimental). Todos los grupos fueron sub-cultivados 

cada 5 días durante 125 días (1°etapa) y 25 días (2°etapa) de tratamiento.  
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Cuantificación intracelular de la mezcla de metales (As-Cd-Pb) 

La concentración intracelular de metales fue determinada por 

espectrofotometría de absorción atómica. Para la cuantificación de As las 

muestras fueron digeridas y analizadas usando la técnica de evolución de 

hidruros, cuantificadas con el espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-

Elmer 3110 [65]. La concentracion de Cd y Pb se determinó con la técnica de 

horno de grafito en el espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-Elmer 

2380.  

 

Viabilidad celular  

Se evaluó por el método de doble tinción metabólica FDA, descrito por 

Hartmann & Speit [66]. Las células son mezcladas con una solución de 

fluorocromos que contiene 0.02 g/l Et-Br y 0.015 g/l de FDA. Las células fueron 

analizadas por microscopia de fluorescencia (Olympus BMX-60 con un filtro de 

UM61002). Las células muertas fluorescen en color rojo, y las vivas en color 

verde. Se evaluaron 100 células al azar por triplicado por cada condición y los 

resultados se expresaron en porcentaje.  

 

Detección de especies reactivas de oxígeno (ERO)  

Esta técnica se basa en la oxidación de la dihidrorodamina-123 a rodamina-123 

por especies reactivas de oxígeno [67]. A partir de una alícuota de 100 µl de 

suspensión celular (aproximadamente 1X 106 células) fué centrifugada a 1200 

rpm durante 5 min. Posteriormente, el sobrenadante fue retirado y se 

adicionaron 180 µl de buffer A (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.8 mM MgSO4 • 

7H2O, 1.8 mM CaCl2, 5 mM de glucosa, 15 mM HEPES) y 20 µl de 
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dihidrorrodamina-123 (1mM). Las muestras se colocaron en una placa de 96 

pozos y se cuantificaron en espectrofotómetro de microplaca (Bio-Rad, Modelo 

550) a 505 nm. Los resultados se interpolaron a partir de una curva estándar de 

0-10 mM rodamina-123 en buffer A. 

 

Determinación de la actividad de Superoxido Dismutasa-1 (SOD-1)  

La actividad de la enzima superóxido dismutasa fue evaluada según el 

protocolo descrito por Sun et al.,[68]. Este método se basa en la competencia 

entre la superóxido dismutasa y el azul de tetrazolio por los radicales 

superóxido formados por el sistema xantina oxidasa. Las células fueron 

sonicadas y centrifugadas a 10,000 rpm por 10 min a 4°C. Se tomaron 200 µl 

de sobrenadante y dividió en dos tubos con 1.85 ml de mezcla de reacción 

(0.265 mM xantina, 0.53 mM EDTA, 0.1325 mM NBT, 883mg/ml albumina, 353 

mM Na2CO3). En un tubo se adicionaron 50 µl de buffer de fosfatos 50 mM, 

como  blanco de reacción; en otro tubo, se pusieron 50 µl de muestra y se 

adiciono 2-2.5 U/mL xanthina oxidasa. Las muestras y sus blancos de reacción 

fueron incubados a 37°C por 15 min. Posteriormente, se adicionaron 500 µl de 

CuCl2 para parar la reacción. Se tomo una alícuota de 200 µl de cada muestra 

y coloco en una microplaca de 96 pozos y cuantifico a 560 nm de absorbancia 

(A). Las unidades de SOD fueron calculadas con la siguiente fórmula:  

 

 

Unidades de SOD= [A mezcla de reacción – (A muestra – A blanco )]/[A mezcla de reacción (0.5 %)] 
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Cuantificación de la actividad de catalasa (CAT) 

La actividad de la catalasa se midió de acuerdo con el protocolo descrito por 

Aebi. [69], se usó una alicuota de aproximadamente 1x106 células, se lavaron 

tres veces con PBS estéril e inhibidores de proteasas. Las células fueron 

sonicadas durante 10 ciclos de 10 segundos a una amplitud de 20 MHz. 

Después de sonicar las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min a 

4º C. El sobrenadante se utilizó para determinar la actividad de la catalasa y la 

concentración de proteínas. La actividad de la catalasa se determinó leyendo la 

absorbancia a 240 nm a temperatura ambiente, ajustando a cero con buffer de 

fosfatos 50 mM. Para la reacción se agregaron 500 µl H2O2 (20 mM) más 100µl 

de sobrenadante y 400 µl de buffer de fosfatos 50 mM, midiendo la absorbancia 

a 15 y 30 segundos de iniciada la reaccion. 

 

Cuantificación de lipoperoxidación (Lpx)  

El método del ácido tiobarbitúrico se utilizó para medir la concentración de 

malondialdehído (MDA) [70]. Se tomo una alícuota de 100 µl 

(aproximadamente 1X106 células), adiciono 100 µl de ácido tricloroacético 

(10% w/v) y centrifugó a 3000g por 10 min. Al sobrenadante obtenido se añadió 

1ml de ácido tiobarbitúrico (0.375%) y posteriormente la mezcla se calentó a 92 

ºC durante 45 minutos. La absorbancia del complejo ácido tiobarbitúrico-MDA 

se midió a 532 nm usando un espectrofotómetro en placas. Los datos fueron 

interpolados en una curva de concentración de 1,1,3,3-tetraetoxipropano que 

va de 0 a 10 nM. 
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Evaluación de genotoxicidad (ensayo cometa) 

 

Se tomaron 1-1.5 X104 células en 10 µl de suspensión, se mezclaron con 75 µl  

de agarosa de bajo punto de fusión al 0.5% y se colocaron en laminillas para 

microscopio precargadas con 150 µl de agarosa normal al 0.5%. El ensayo 

cometa alcalino se realizó según lo descrito por Vega et al. [71]. Las laminillas 

gelificadas se incubaron en solución de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 

mM Tris, pH 10, suplementado con 10% DMSO y 1% de Triton X-100) a 4°C 

durante al menos 1h. Posteriormente las laminillas se colocaron en una cámara 

de electroforesis horizontal con solución alcalina que contiene (300 mM NaOH, 

1 mM EDTA, pH> 13). Las laminillas se mantuvieron durante 10 min en 

solución para permitir el relajamiento del ADN. La electroforesis se corrió en la 

misma solución durante 10 min a 300 mA y 25 V (~ 0.8 V/cm2). Todos los 

pasos del ensayo se llevaron a cabo bajo condiciones de luz amarilla. Después 

de la electroforesis, las laminillas se enjuagaron con solución de neutralización 

(Tris 0.4 M, pH 7.5) a temperatura ambiente durante 15 min. Las laminillas 

fueron deshidratadas con etanol al 100% por 15 min y se dejaron secar al aire. 

Para evaluar las laminillas se adicionó bromuro de etidio (20 µl de solución 0.2 

µg/ml) sobre el gel y se colocó un cubre objetos. Los núcleos fueron evaluados 

de forma individual y visualizados a un aumento de 20x usando un microscopio 

de epifluorescencia Olympus BX-60 (515–560nm filtro de excitación, 590nm de 

filtro de barrera). Las imágenes fueron digitalizadas y analizadas con el 

programa KOMET v. 3.1 (Kinetic Imaging). Para evaluar el daño del ADN se 

empleó el parámetro de Olive tail moment (OTM), evaluando 200 células por 

cada condición de estudio. 
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Evaluación morfológica de la transformación celular 

La transformación celular se evaluó de acuerdo a los parámetros morfológicos 

descritos por la IARC/NCI/EPA [72]. Los focos de transformación se evaluaron 

en base a los siguientes criterios morfológicos: 1) diámetro mayor a 2 mm, 2) 

tinción basófila intensa, 3) multicapas densas de células y 4) orientación 

azarosa de las células en el borde de los focos de transformación [62, 73].  

 

Ensayo de crecimiento celular libre de anclaje 

El crecimiento libre de anclaje de los hepatocitos fue monitoreado mediante el 

ensayo de formación de colonias en agar suave; la cual es una prueba 

selectiva para evaluar la capacidad de transformación celular. Las células son 

disgregadas (1x104) y sembradas en placas de cultivo de seis pozos con agar 

noble al 0.3%, medio de cultivo DMEM, 10% de suero fetal bovino y fueron 

incubadas a 37°C con 5% CO2. Las colonias celulares fueron evaluadas 

después de 14 días de cultivo, se fijaron con etanol al 70% y tiñeron con azul 

de Coomassie [74].  

 

Análisis estadístico 

Los resultados fueron reportados como medias y error estándar ± (SE) de tres 

experimentos independientes con duplicado. La significancia estadística entre 

los grupos experimentales y el grupo control se calculó por análisis de varianza 

(ANOVA) con corrección de Bonferroni y análisis post hoc. Los valores de 

p<0.05 se consideraron significativos. Todos los análisis se realizaron 

utilizando el software estadístico Sigma-Stat (V). 
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Resultados  
 
 
Los resultados de este proyecto fueron obtenidos en dos etapas, como se 

describió en el diseño experimental general (Figura 3).  

En la primera etapa, se evaluó la capacidad transformante de la mezcla de 

metales en concentraciones del orden micromolar (µM), equivalente a la 

reportada en la población ocupacionalmente expuesta (POE). Como control 

negativo, se uso una concentración de metales del orden nanomolar (nM) 

reportadas en el ambiente. La evaluación de ambas mezclas, fue crónica 

durante 125 días de exposición.  

En la segunda etapa, se evaluó el potencial transformante de la mezcla de 

metales en concentración (µM) equivalente a la reportada en POE, en 

combinación con la inhibición química de las moléculas antioxidantes (GSH y 

CAT). Con la finalidad de disminuir la actividad de la barrera antioxidante 

endógena y evaluar la participación del estrés oxidativo en el proceso de 

transformación celular por exposición crónica a la mezcla de metales (As-Cd-

Pb). La evaluación se realizó durante 25 días, obteniendo resultados 

característicos de la transformación celular en la línea WRL-68.  

 

Los resultados de la primera etapa, se obtuvieron de tres experimentos 

independientes cada uno por duplicado y su respectivo grupo control (C) (no 

tratado), mezcla de metales en concentración nanomolar (nM) (11.54nM de As, 

27.39nM de Cd y 48.26nM de Pb), y la mezcla de metales en concentración 

micromolar (2M para As y Cd y 5M de Pb).  
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Como se observa en la Figura 5, los resultados de viabilidad celular se 

mantuvieron en 90% para ambas concentraciones de metales (nM y µM). 

Mientras que el grupo control mantuvo el 100% de viabilidad durante los 125 

días de tratamiento. 

 

Figura 5. Viabilidad promedio de WRL-68, evaluada durante 125 días de exposición. nM = Mezcla de metales en 
concentración nano molar. µM= Mezcla de metales en concentración micro molar. 
 

La generación de especies reactivas de oxigeno ERO (H2O2, O2, 
°OH), no fue 

significativa durante los 125 días de tratamiento para ambas concentraciones 

de metales (nM y µM); mientras que el grupo control presentó valores cercanos 

a cero, por lo que su valor promedio fue ajustado a cero y representado con 

una línea recta como valor basal (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Cuantificación de ERO en WRL-68 durante 125 días de exposición a la mezcla de metales. 
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La actividad de la enzima superóxido dismutasa Cu/Zn (SOD-1), aumento con 

el tratamiento a concentración micro molar durante los 125 días de exposición.  

Mientras que con el tratamiento a concentración nano molar y grupo control no 

se encontraron cambios en la actividad enzimática (Figura 7). Lo anterior 

sugiere que la mezcla micro molar genera iones superóxido y por consiguiente 

la inducción significativa de SOD-1 durante todo el tratamiento. 

 

Figura 7. Actividad enzimática de SOD-1 en WRL-68, durante 125 días de exposición a las mezclas de metales. 

 

La actividad de la catalasa (CAT), aumento por el tratamiento a concentración 

micro molar a partir del día 55, manteniéndose hasta los 125 días de 

exposición; sugiriendo el aumento H2O2 como resultado de la actividad 

constante de SOD-1, favoreciendo la actividad de CAT. Mientras que el 

tratamiento a concentración nano molar y grupo control, no mostraron cambios 

(Figura 8). 

 

Figura 8. Actividad enzimática de CAT en WRL-68, durante 125 días de exposición a la mezcla de metales. 
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La cuantificación de la oxidación de los lípidos de membrana reportaron valores 

negativos para las condiciones experimentales y grupo control, como se 

muestra en la figura 9. Lo anterior como consecuencia de la eficiente actividad 

de SOD y CAT capaces de remover las ERO previniendo la oxidación de los 

lípidos.    

 

Figura 9. Cuantificación de lipoperoxidación, en WRL-68 durante 125 días de exposición a la mezcla de metales. 

 

Para evaluar el efecto genotóxico de ambas concentraciones de metales (nM y  

µM), se cuantificaron los rompimientos de cadena sencilla en el ADN mediante 

el ensayo cometa a pH>13, el cual no evidencio daño reportando valores 

cercanos a cero para los tratamientos con las mezclas de metales y el grupo 

control. Como resultado de la activación de SOD y CAT responsables de 

eliminar las ERO, manteniendo así la integridad del ADN (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Evaluación de daño al ADN por ensayo cometa a pH>13 en WRL-68 durante 125 días de exposición a la 
mezcla de metales. 
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La evaluación morfológica de las células en cultivo, se realizo por microscopia 

de luz a 40x. Se buscaron cambios morfológicos relacionados con la 

transformación en las células tratadas con las mezclas de metales. La 

evaluación se realizo en base a los parámetros recomendados por la 

IARC/NCI/EPA [72] que incluyen: la pérdida de inhibición por contacto entre 

células, orientación azarosa en el borde del cúmulo de crecimiento, invasión a 

la mono capa de crecimiento, crecimiento en multicapas densas y predominio 

de células fusiformes. Sin embargo, bajo estos criterios no se encontraron 

cambios que indicaran la transformación celular, tanto en el grupo control como 

en los grupos tratados con las mezclas de metales después de 125 días de 

tratamiento (Figura 11). 

 

 
 
Figura 11. Análisis morfológico representativo del cultivo de WRL-68 a semi-confluencia (80%), por microscopia de luz 

a 40x después de 125 días de tratamiento. A. Grupo control. B. Grupo representativo de la mezcla de metales a 
concentración µM. 

 

Con base en estos resultados, se logró evaluar uno de los objetivos propuestos 

en este estudio. Al demostrar que la mezcla de metales en concentración micro 

molar, equivalente a la presente en POE es incapaz de inhibir a la barrera 

antioxidante y llevar a la transformación al modelo celular WRL-68 por un 

periodo de exposición crónico.  

Estos resultados apoyan nuestra hipótesis de trabajo, al observar que la 

integridad de la barrera antioxidante previene el establecimiento de estrés 

40x

A                                  B 

40x
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oxidativo y desencadenar el proceso de transformación; permitiendo abordar la 

segunda etapa del proyecto, encaminada a la inhibición de las moléculas 

antioxidantes y evaluar su participación en el proceso de transformación 

celular. 

Los anteriores resultados generaron la interrogante sobre la capacidad 

transformante del modelo de estudio (WRL-68), al no encontrar evidencia de 

este proceso tras exponerlo por 125 días a la mezcla de metales. Se dicidio 

evaluar la capacidad transformante de la linea WRL-68, para lo cual se 

incorporo el modelo de transformación celular propuesto por Kajiwara y Ajimi 

[62], con modificaciones de Tsuchiya y Umeda [73] en el que se da un estímulo 

iniciador y varios estímulos promotores. En nuestro modelo de estudio se 

empleo Cd (50 µM) como estimulo iniciador por 4 hrs de exposición, según lo 

reportado por Keshava [75] y como agente promotor se uso al 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) en una concentración de 0.1µg/ml 

administrado cada 72 hrs. Tratamiento con el que las células WRL-68 

presentaron cambios morfológicos similares a los reportados por la 

IARC/NCI/EPA; con lo cual se confirmo la capacidad transformante del sistema 

celular  (WRL-68) después de 25 días en cultivo (Figura 12).   

 
Figura 12. Evidencia representativa de transformación celular de la línea WRL- 68, después de 25 días de tratamiento. 

A. Control no tratado B. Tratamiento con Cd (50 µM) / TPA (0.1µg/ml). 
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Una vez confirmada la capacidad transformante de nuestro modelo de estudio, 

se continúo con la segunda etapa del proyecto. Encaminada a evaluar la 

participación de la barrera antioxidante en el proceso de transformación celular, 

mediante el establecimiento de estrés oxidativo. A través de la inhibición 

química de los antioxidantes GSH y CAT con los inhibidores, L-Buthionine-

Sulfoxamine (BSO) y 3-Amino Triazol (3-ATZ) respectivamente, en 

combinación con la mezcla de metales a una concentración presente en POE 

(2M para As y Cd y 5M de Pb) por un periodo de exposición crónico.  

 

Los resultados de la segunda etapa, se obtuvieron de tres experimentos 

independientes por duplicado. 

 

La viabilidad celular fue constante, conservando un porcentaje mayor al 90% 

entre los grupos de estudio (C, M, I) durante los 25 días de tratamiento. Sin 

embargo, se presentó una reducción significativa en la viabilidad celular del 

grupo M+I al 5° día de exposición; sugiriendo el fenómeno de selección clonal 

entre las células expuestas al tratamiento y el posible inicio de transformación 

celular (Tabla 3). 

 

La concentración intracelular de metales (As, Cd, Pb) presentes en la mezcla 

de estudio, fue similar entre el grupo control (C) y el grupo tratado con los 

inhibidores de antioxidantes (I) durante todo el tratamiento. Mientras que los 

grupos tratados con la mezcla de metales (M) y la mezcla de metales más 

inhibidores antioxidantes (M+I), presentaron un aumento significativo en la 

concentración de Pb durante los 25 días de tratamiento (Tabla 3). 
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Tabla 3. Viabilidad celular y cuantificación intracelular de metales en WRL-68 
durante 25 días tratamiento. 
 

Días  Tratamiento Viabillidad (%) As (µg/L) Cd (µg/L) Pb (µg/L) 
5 C 

M 
I 

M + I 

100 ± 2.8 
100 ± 0 

98 ± 2.8 
23 ± 0** 

0.526 ± 0.020 
9.805 ± 0.059** 
1.276 ± 0.022** 
21.07 ± 0.078** 

3.359 ± 0.001 
4.298 ± 0.000** 
3.317 ± 0.000* 
7.549 ± 0.001** 

4.287 ± 0.760 
37.475 ± 6.031** 

5.475 ± 0.700 
22.955 ± 0.021** 

15 C 
M 
I 

M + I 

100 ± 0 
100 ± 1.4 

96 ± 2.8* 
100 ± 0 

1.203 ± 0.020 
14.316 ± 0.130** 

0.667 ± 0.029** 
11.863 ± 0.453** 

6.441 ± 0.001 
10.217 ± 0.014** 

2.739 ± 0.002** 
10.107 ± 0.014** 

4.972 ± 1.460 
31.35 ± 4.228** 

5.94 ± 2.291 
98.815 ± 3.500** 

25 C 
M 
I 

M + I 

100 ± 1.4 
97 ± 0* 
91 ± 2.1* 

100 ± 0.7 

0.508 ± 0.007 
11.413 ± 0.130** 

0.403 ± 0.019** 
14.513 ± 0.030** 

4.794 ± 0.001 
5.67 ± 0.001** 

2.241 ± 0.001** 
12.617 ± 0.014** 

5.4 ± 2.206 
44.64 ± 5.798** 

4.55 ± 1.258 
    117.51± 0.035** 

 
C: control.  M: Mezcla de metales.   I: Mezcla de inhibidores.   M + I: Mezcla de metales + Inhibidores. Todos los 
resultados representan el promedio de tres experimentos independientes con duplicado. El análisis estadístico se 
determinó con la prueba de ANOVA and post hoc, comparando el grupo experimental con respecto al grupo control; los 
valores con significancia estadística  son representados con *p < 0.05,  **p < 0.005. 
 

 

 

Con respecto a la evaluación de los antioxidantes, se identificó una reducción 

en la concentración de GSH en los grupos (I) y (M+I), mientras que en el grupo 

(M) aumentó significativamente en comparación con el grupo (C) (Figura 13 A).  

La actividad enzimática de SOD presentó una tendencia similar entre grupos 

con respecto al grupo (C). Sin embargo, se observo un aumento a partir del día 

15 entre los grupos (M) y (M+I); acentuándose el efecto en este último grupo al 

día 25 (Figura 13B). Respecto a la actividad de la CAT, presento una reducción 

en los grupos de estudio hasta los 10 días de tratamiento, recuperando los 

valores basales del grupo control a los 15 días (Figura 13 C). 
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Figura 13. Actividad  antioxidante. A. concentración de GSH, evaluada por el método de OPT. B. Actividad de SOD, 
evaluada por el sistema xantina oxidasa. C. Actividad de CAT, evaluada por la vía de degradación del H2O2. La línea 
horizontal en el eje Y representa el valor relativo del grupo control (100%), comparado con los grupos de estudio. M: 
Mezcla de metales. I: Mezcla de inhibidores. M + I: Mezcla de metales + Inhibidores. Todos los resultados representan 
el promedio de tres experimentos independientes con duplicado. El análisis estadístico se determinó con la prueba de 
ANOVA and post hoc, comparando el grupo experimental con respecto al grupo control; los valores con significancia 
estadística  son representados con *p < 0.05,  **p < 0.005. 
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La evaluación de la concentración de especies reactivas de oxígeno (ERO) y 

su efecto sobre blancos moleculares, mostró un aumento significativo y 

exclusivo del grupo M+I durante los días 15-25 (Figura 14A); teniendo como 

consecuencia la presencia de lipoperoxidación (Figura 14B) y rompimientos de 

cadena sencilla en el ADN (Figura 14C). 

 

Figura 14. Especies reactivas de oxigeno y blancos moleculares de oxidación. A. Especies reactivas de oxigeno 
(ERO), cuantificadas por medio de la oxidación de la dihidrorodamina-123. B. Lipoperoxidación (LPX), cuantificada por 
la reacción de T-BARS. C. Evaluación de daño al DNA, determinada por ensayo cometa. Los resultados representan el 
promedio de tres experimentos independientes  con duplicado. El análisis estadístico se determino con la prueba de 
ANOVA and post hoc, comparando el grupo experimental con respecto al grupo control; los valores con significancia 
estadística son representados con el valor *p<0.05, **p<0.005.  
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Por último, se evaluaron los cambios morfológicos característicos de la 

transformación celular; los cuales se presentaron exclusivamente en el grupo 

M+I a partir del día 15 de tratamiento (Figuras 15 A  y 15 B). Posteriormente se 

confirmo la transformación celular del grupo M+I a través del sub cultivo 

positivo en agar suave (Figura 15C). 

 

 

Figura 15. Transformación celular de WRL-68 tratadas por 25 días, evaluadas por microscopía de luz a 40X. A. 
Morfología de células expuestas a diferentes tratamientos por 25 días. B. Foco de transformación con basofilia intensa, 
identificadas con la tinción de Giemsa. C. Células positivas a la transformación, identificadas con el ensayo libre de 
anclaje en agar suave. C: control.  M: Mezcla de metales. I: Mezcla de inhibidores. M + I: Mezcla de metales + 
Inhibidores. Barra=10µm. 
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Discusión 
   
 
En la primera etapa del estudio no se identificaron cambios en la viabilidad, 

ERO, SOD-1, CAT, lipoperoxidación y daño al ADN en el grupo tratado con la 

mezcla de metales en concentración nanomolar (11.54nM de As, 27.39nM de 

Cd y 48.26nM de Pb) durante los 125 días de exposición. Mientras que para la 

mezcla de metales en concentración micromolar (2M As-Cd y 5M de Pb); no 

se encontró efecto en la viabilidad y generación de ERO de forma significativa. 

Sin embargo, se identificó un efecto inductor de esta mezcla sobre la actividad 

de SOD-1 durante los 125 de tratamiento. Lo anterior propone una activa 

generación de iones O2
.- durante el tratamiento, los cuales no favorecieron el 

incremento de ERO como consecuencia de la inestabilidad del ion y la 

actividad enzimática coordinada de SOD y CAT en la eliminación del O2
.-.  

Por otra parte se identificó un aumento significativo en la actividad de la CAT 

hasta el día 55, sugiriendo la participación de otras moléculas antioxidantes, 

como la glutatión peroxidasa y peroxiredoxinas en la eliminación del H2O2 

durante los primeros días del tratamiento, impidiendo la inducción temprana de 

la CAT. 

Lo anterior contribuyó a inhibir el efecto oxidante de las ERO, por lo que no se 

observaron daños en macromoléculas como lípidos y ADN. No se observaron 

cambios morfológicos relacionados con la transformación celular. Lo que indica 

que bajo estas condiciones, la mezcla de metales en concentración micro molar 

solo tiene la capacidad de retar a la célula. Sin generar efectos que 

comprometan su integridad y funcionalidad, como resultado de la participación 
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de la barrera antioxidante; capaz de contrarrestar el efecto de esta mezcla y 

mantener la homeostasis celular. 

En la segunda etapa de estudio, se observó el aumento significativo de la 

concentración de As-Cd-Pb en el grupo (M) tratado con la mezcla de estos 

metales; mientras que el grupo (M+I) presento un incremento exacerbado en la 

concentración de Pb, en comparación con el grupo (M). El cual es un efecto ya 

reportado por Hwua et al. [76] y Kowaltowski, et al. [77] que puede explicarse 

por acción del 3-aminotriazol que inhibe la actividad de la catalasa y 

metalotioneínas, activando proteínas transportadoras de Pb y Cd dando como 

resultado el aumento en la absorción de estos metales. Por otra parte, 

Doroshenko & Doroshenko [78] y Lee, et al. [79] propusieron un incremento en 

el influjo de calcio dependiente de los canales tipo L-Ca2+ e inducida por estrés 

oxidativo como consecuencia del agotamiento de GSH. Además de esto, 

Hinkle, et al. [80] y Lou, et al. [81] analizaron la actividad de los transportadores 

de calcio e intercambio de aniones cuando se aumenta la absorción de estos 

metales; encontrando cambios significativos en su actividad. Sin embargo, 

estas propuestas aun son aproximaciones al mecanismo responsable del 

aumento intracelular de Pb; por lo que hacen falta nuevos estudios 

encaminados a precisar la participación de los inhibidores antioxidantes en el 

proceso de acumulación del plomo.   

 

El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, es el proceso responsable de 

causar el establecimiento de estrés oxidativo y se ha propuesto como uno de 

los mecanismos implicados en la carcinogénesis por exposición a metales [22]. 

Existe evidencia de la participación de la inhibición de los mecanismos de 
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defensa antioxidante durante el desarrollo tumoral. Reiners, et al. [82] reportó 

una disminución significativa en la actividad de SOD, CAT y glutatión 

peroxidasa en las células SENCAR procedentes de piel de ratón después de la 

exposición a TPA. También se evaluó la actividad enzimática de SOD y CAT en 

la generación de papilomas y carcinomas utilizando un protocolo de iniciación-

promoción en donde estos antioxidantes presentaron una reducción en 

comparación con el grupo control. Aunado a esto, la promoción y progresión de 

tumores de piel en diferentes cepas de ratón ha mostrado correlación con 

eventos oxidativos y de daño al ADN [83].  

Los datos de la literatura sugieren que la modulación de la actividad de la 

catalasa puede estar involucrada en la desregulación de las cascadas de 

señalización durante la promoción-progresión tumoral, con vías reguladas por 

la trans-activación de AP-1, NF-kB y CREB siendo afectados de manera 

significativa [84]. 

 

La disminución del GSH genera estrés oxidativo y posteriormente, conduce a la 

inducción de JNK/SAPK, p38 y MAPK [85], por lo que es posible que la 

reducción sostenida de los niveles de glutatión facilite la aparición de un 

fenotipo transformante. Interesantemente en nuestro estudio se observó el  

aumento en la concentración de GSH en el tratamiento con metales. Este 

resultado es paradójico, ya que se esperaba la disminución de GSH después 

de la exposición a metales pro-oxidantes debido al consumo de este 

antioxidante para contrarrestar el efecto de exposición a los metales. Muchos 

estudios se han centrado en la regulación transcripcional de las enzimas 

intermediarias para la síntesis de GSH; interactuando con factores nucleares 
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de transcripción como NFkB, Sp-1, AP-1, el activador de la proteína-2 (AP-2), 

elementos de respuesta a metales (MRE), elementos de respuesta antioxidante 

(ARE) y la promoción de gamma glutamato cisteína ligasa (GCL) humana. Por 

otra parte, se ha identificado al elemento proximal AP-1  (-263 a -269) como un 

mediador crítico del aumento de estrés oxidativo, induciendo la transcripción de 

GCL humana. Aunado a esto, se suma la activación de la vía ARE con lo que 

se podría explicar por qué los xenobióticos causan un aumento en la 

concentración de GSH como una primera respuesta al estímulo [86, 87]. 

Además de la disminución de antioxidantes, se identifico la generación ERO, 

peroxidación de lípidos y genotoxicidad en las células tratadas con M+I durante 

el tiempo de exposición. Considerando que el daño al ADN estuvo presente 

durante todo el tiempo del tratamiento (Figura 14 C), se sugiere que el 

mecanismo de reparación del ADN puedo haber sido afectado por el 

tratamiento de la mezcla de metales; favoreciendo el daño genotoxico 

observado en nuestro estudio y otros reportes [88, 89]. 

El aumento de los marcadores de estrés oxidativo, tales como ERO y la 

peroxidación lipídica, se observaron de manera uniforme durante todo el tiempo 

de exposición en el grupo M+I (Figura 14 A y B). La inactivación de la barrera 

antioxidante con 3-ATZ y BSO podría haber ayudado al aumento de los niveles 

de ERO en células tratadas con metales y posteriormente se dio el aumento de 

la peroxidación lipídica y genotoxicidad. El efecto potenciador de 3-ATZ en la 

genotoxicidad inducida por exposición a cadmio a bajas concentraciones (1-

2µM) sugiriere que pudo haber sido por una alta concentración intracelular de 

Cd como resultado de la exposición con 3-ATZ. Sin embargo, este efecto no 
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fue similar bajo las mismas condiciones experimentales al usar Pb como lo 

reporta Gupta, et al.  [84] . 

En este escenario, las células tratadas con M+I presentaron alteraciones 

morfológicas que las llevaron a perder sus características de células hepáticas. 

Es importante señalar que las células tratadas con la mezcla de metales en 

concentración nano molar durante más de 4 meses no mostraron cambios 

morfológicos (primera etapa experimental). Para determinar si los cambios 

morfológicos inducidos por la exposición a la mezcla de metales estaban 

relacionados con la transformación, se evaluó la capacidad de estas células 

para crecer en condiciones libres de anclaje. El cual es un importante paso en 

el proceso multi-etapas de la transformación neoplásica, como se ha reportado 

en estudios previos con fibroblastos humanos [76]; en nuestro trabajo este 

fenotipo se presento como resultado de la exposición a la mezcla de metales y 

el establecimiento de estrés oxidativo por inhibición de GSH y CAT. Cabe 

resaltar que los cambios bioquímicos de las células con fenotipo libre anclaje 

aún no son conocidos completamente; sin embargo varios estudios sugieren 

que la independencia libre de anclaje derivan de un evento mutacional o 

epigenético, ya que es un fenotipo adquirido permanentemente por la célula 

[90, 91]. Además de esto, se ha reportado la vinculación de los inhibidores 

antioxidantes en combinación con metales en el crecimiento libre de anclaje; un 

ejemplo de esto es el efecto de 3-ATZ combinado con Cd en la inducción del 

crecimiento libre de anclaje en fibroblastos humanos HFW [76, 92]. Por el 

contrario el 3-ATZ en combinación con Pb no induce crecimiento libre de 

anclaje, citotoxicidad y mutagenicidad a pesar de que el 3-ATZ mejora la 

absorción y acumulación de este metal en las células HFW.  
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Finalmente este estudio aporta nuevos conocimientos sobre los mecanismos 

de acción de la mezcla de (As-Cd-Pb) en el proceso de transformación celular; 

mediante la interacción de la barrera antioxidante y el estrés oxidativo. De igual 

forma se aportaron nuevos conocimientos en el campo de la toxicología; al 

estudiar a los metales en forma de mezcla a concentraciones equivalentes 

equimolares a las presentes en el ambiente y por exposición ocupacional, 

haciendo este estudio de relevancia epidemiológica. 

 

Conclusión 
 

 Se estandarizo un modelo celular de origen humano sensible a la 

transformación, con potencial utilidad para el estudio de la 

carcinogénesis química en humanos. 

 Se identifico la participacion de la mezcla de (As-Cd-Pb) en combinación 

con la inhibición de enzimas antioxidantes (GSH,CAT) en el 

establecimiento de estrés oxidativo, como posible mecanismo de acción 

en el proceso de tranformacion celular (WRL-68); confirmando nuestra 

hipótesis de trabajo (Figura 16).    

 Este estudio apoya que la barrera antioxidante es un factor protector en 

el proceso de transformación celular y propone la implementación de 

moléculas antioxidantes como biomarcadores de riesgo entre la 

población expuesta a estos metales. 

 Los resultados obtenidos abren nuevas perspectivas en el campo del 

tratamiento e identificación de blancos moleculares; por exposición  

crónica a esta mezcla de As-Cd-Pb. 
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Figura 16. Mecanismos moleculares involucrados en la transformación celular por inhibición de 
la barrera antioxidante y exposición crónica a la mezcla de As-Cd-Pb. 
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ABSTRACT 

Introduction. Metals are ubiquitous soil , air, and water pollutants. A mixture of arsenic cadmium and lead , 
in particular, has commonly been found in the vicinity of smelter areas. The mixture of As-Cd ·Pb has been 
shown to be carcinogenic , and transforming potential and oxidative stress have been proposed as principal 
mechanisms involved in this process. The aim of this work was to explore the role of the antioxidant 
barrier in the establishment of ceH transformation upon chronic exposure to a metal mixture containing 
2 IJM NaAs01, 2 IJM. CdCl1, and 5 IJM Pb(C1H10 2)1 ·3H10 in WRL·68 cells-a non-transformed human hepatic cell 
lineo Material and methods. In this study, we used a WRL- 68 cell model of human embryonic hepatic origin 
treated with antioxidant inhibitors (L·Buthionine,sulfoxamine and aminotriazole) to test the role of the ano 
tioxidant barrier in the establishment of cell transformation upon chronic exposure to a metal mixture of 
As-Cd-Pb (2 IJM NaAsO u 2 IJM CdCl2 and 5 IJM Pb(C2H10lh ·3H20). We e valuated oxidative damage markers , 
including reacti ve oxygen species, lipid peroxidation , and genotoxicity , as well as antioxidant response 
markers , inctuding glutathione concentration, catalase activity, and superoxide dismutase acti vity, wich 
promote morphological transformation , which can be quantified by foci formation. Results. As expected , 
we found an increase in the intraceHular concentration of the metals after treatment with the metal mix
ture. In addition, treatment with the metal mixture in addition to inhibitors resulted in a large increase in 
the intraceltular concentration of cadmium and lead. Our results describe the generation of reactive oxy· 
gen species , cytotoxicity, genotoxicity, and oxidative damage to macromolecules that occurred exclusive· 
Iy in cells that were morphologicalty transformed upon exposure to a metal mixture and antioxidant barrier 
inhibition. Conclusion. Our results show the importance of the antioxidant barrier role in the protection 
of cellular integrity and the transformation potential of this metal mi xture via free radicals. 

Key words. Arsenic. Cadmium. Lead. Morphological transformation. Am inotriazole. B50. Antioxidant barrier. WRL68. 

INTRODUCTION 

Arsenic (As), cadmium (Cd) ancllead (Pb) are ubi
quitous air and water pollutants t hat continue to 
t hreaten the quality of public health around the 
world . Exposure to complex mixtures of metals in 
t h e workplace a l' envir onment is m or e likely to oc
cur than exposul'e to a s ingle m etal a lolle. 1 These 
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three metals share several comInon mechanism s by 
which they exert their t oxicities. In addit ion, stress 
proteins and antioxidant enzymes h ave been propo
sed to provide common protect ive cellular mecha
nisIns against element-induced toxicities when they 
OCCUl' on an individual basis. 2 Furthel'more, t h ese 
metals h ave been included in the list of the t op ten 
hazardous substances and are p l'oposed as one of 
the mixtures fol' which inte l'action pl'ofile studies 
w ill be completed by the Agency for Toxic Sub 
stances and Disease Registry (ATSDR).3 As an d Cd 
have been classified as carcin ogens and Pb h as been 
classified as a possible carcinogen by the Inte rnatio
nal Agency in Research of Cancel' (IARC).4 

Metals are associated '\vith a multi tude of ad
verse h ealth effects, such as cancel', hepatotoxi
city, nephrotoxicity, and neul'otoxicity.5 Some 
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• 
po t e n t i a l m ech a nis m s involve the direct inte l'uc
t ion of t h e m etal with DNA 0 1' m odification of 
DNA l'epail' , DNA m ethyla tion s t atu s, a n d m eta
bol ic p l'ocesses involved in DNA l' eplication a nd 
expl'eSSio ll .6-12 

H owevel' , as a l'esu l t of l'ecen t s tudies f l'Olll a 
numbe l' of labor a t ol'ies , oxidative str ess is t h ou gh t 
to playa m ajol' r ole in the development of As, Cel 
and Pb-l'elated advel'se health effects. 2,13,14 

As, Cel a nd Pb gen erate r eact ive oxygen species 
(R OS) in t h e fOl'lll of supel'oxid e (0 2 ' - ) , singlet 
oxygen (10 2) , t h e p el'oxyl radical (ROQ 4), nitric 
oxide (NO ' ), hydr ogen pel'oxide (H "O., ) , t h e dime
t hyla r sinic pel'oxy l r adical ([(CH 3)2ÁsO O ' ]) a nd 
t h e d im ethy la r sinic r ad ica l [(CH 3)2As ·].15,16 In 
addit ion , Cd t reatm en t can cau se iron r eplacem en t 
in som e en zym es, and t h e accu mulat ion of ir on m o
lecules r eact s wit h H "O " t o pr oduce hydroxyl r ad i
cals (HO· ) yi,l i ROS:g;n er ating m ech anism ofPb 
is mediated by delta -am inolevulinic acid deh ydra tase 
(8-ALAD ) inhibi tion , which pr ovok es t h e accumu
lation of delta-am in olevulinic acid (8_ALA)16,18 

Defen se against xen ob iotic toxicity, w h ich is 
composed of m a ny types of a n t ioxidan ts, is well 
ch a r acterized in m aullnals.19,20 We r ep or t h er e our 
study of t h e r ole of oxidative dam age (and its m o
dulation ) in events evok ed by t h e As-Cd-Pb m e t a l 
mixt ure , in which we a n a lyze the invo lvem ent of 
two pr even t ive antioxidant com pounds (catalase 
and glutathion e) a n d the ir inhibito r s in t h e m ochl 
lation of the trans formation process. 

The h epatic cell l in e WRL-68 is a n o n -tra n s 
formed human embryon ic cell line t hat presents a 
m or phological structure t hat is s im ila r to h epato
cytes and h e pa tic p r imary cultures. Der ived fro m 
t h e fetalliver , WRL-68 pr eser ves t h e activity of se
ver a l character ist ic liver enzym es and antioxidan t 
effi cien t, providing an in vitro m od el t o study the 
toxic effects of xen obiotics. 21 

In a previou s r eport, u sing a two-step cell t r a n s
formation m odel exposed to t his m et a l mixture, we 
found an in cr ease in the level of d amage m arker s 
and t h e antioxidan t r espon se, a loss of cell viab ility 
an d an elevation in th e tran s forming potentia l. Co
t r eat.m ent wit.h N -acetyl-cyst ein e r edu ces the t l'an s
forming capacity, su ggesting t h e part icip a tion of 
oxidative str ess in the tran sformation process. 2Z The 
a im of this work was to explor e the r ole o f t h e an 
t ioxidant ba rrier in the establishmen t of cell tran s
formation upon chr onic exposure to a m et al mixture 
con ta ining 2 J-l M NaAsO", 2 J-LM Cd Cl", and 5 tlM 
P b (CzH 30Z)z'3H zO in WRL-68 cells -a n-on - t r an sfor 
m ed human h epat ic cell lin e. 

MATERIAL AND METHODS 

Chemical reagents 

Dulb ecco's m odified E agle's m edium (D-MEM), 
ant ib iotic/a ntimicotic, MEM , n on-essentia l am in o 
a cids, and fetal b ovine serum wer e ob t a ined from 
Gib co-Mexico. Sodium m -a r sen it e, L-bu t hionine
su lfoxamine (BSO), 3-amino-1,2,4-t riazole (3-ATZ), 
2-thioba rbituric acid , O-pht h a la ldeh y de (O P T ), 
ethidium bromide (E t -Bl') , fluor escein diacetate 
(FDA), rhodhamine-123, xa nthine, xa nthine oxida
se, EDTA, nitro blue t etr azolium (NBT), sodium 
carbon a t e (NazC03), cu pric ch loride (Cu Clz 2H zO), 
n ormal agar ose, ancl low m elt ing point agar ose wer e 
purch ased frol1l Sigm a -Aldrich (St. Louis, MO, 
USA). Cadmium chlor ide was purch ased f r om 
Mallinck od t -Paris, lead acet a te was from J.T 
Bak e l'-M exico, hy dr ogen p el'oxid e (H"O,,) \Vas fr olll 
Merck-Mexico, and bovine sel'Ulll albUlllU; w~c¡ from USB 
Corpor ation -USA. 

Cells, culture conditions, 
and exposure to the As, Cd , Pb mixture 

WRL-68 is a n on-t r an sform ed human h epatic cell 
line that is der ived from the fetalliver and has a m or 
phological structure that is similar to h epatocytes. 

Ce lis wer e gr own and m a inta in ed in Dulbecco's 
m odified E agle's m edium s u p ple m en ted w it h 10% 
fetal b ovine serum, 1% n on -essen t ia l amino a cids, 
100 U/m L penicillin a nd 100 JLg/ mL str eptomycin. 
Cells wer e in cuba t ed at 37°C a nd 5% CO ". 
App r oximat e ly 5 x 10 4 ce lls /plaqu e were plated i~l 
6 -well cul t u r e pi ates a n d cul t ured r each to 80% 
confluen cy. 

F our experimen tal gr oups wer e evaluated : a n 
unt r eat ed gr ou p, a con tro l gr oup (C), which was 
cultivat ed as described aboye but w it h r eplacem ent 
of t h e m ainten an ce m ed ium every 72 h ; a gr oup 
(M) t r eat ed w it h the m etal mixture (2 J-LM N aAsO", 
2 I'M Cd Cl, a u d 5 I'M Pb (C,H gO,)i3H , O) ever), 
72 h at a con cen t ration t ha t is equ ivalent to t hat 
for occupation a l exposu r e;Z3,Z4 a gr ou p (1 ) trea t ed 
w it h a mixture of ch e mi cal inhibitor s, in cluding 
1 m M L-buthionine-S,R-sulphoxim in e (BSO) (inhi
bitor of GSH synthesis), an d 1.66 mM 3-am in otr ia 
zole (AT Z) (catalase inhibito r ), which was applied 
for 2 h and r epeated every 72 h ; a n d a gr ou p CM + 1) 
treated w i t h t h e m etal mixture a n d the m ixtur e 
of antioxidan t inhib it or s every 72 h. Subcu ltures 
wer e trea t ed every 5 days for 25 days of to t a l 
treatm ent. 
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Measurement of the intracellular 
concentration of As, Cd, Pb 

The int l'ucellulul' q u a ntificatioll of m etals was de
term in ed by atomic a b sorpt ion spectr ophotom etl'Y. 

Fol' As, the sumples wel'e d igested a nd a n a lyzed 
u s ing the hydl'ide evolu t ion techniqu e with a 
Perkin-Elmel' 3110 atomic absorption spectl'ometer. 2~ 

Cel a nd Pb levels wel'e determined u s ing graphite 
fUl'nace ana lyses with a P el'kin-Elmer 2380 atomic 
absol'pt ion spectl'oph otom eter. These meth ods det ect 
t h e tot al m etal con cen t r a tion in th e sample. 

Cell viability 

Cell via bili ty \Vas m easul'ed u sing th e m etaholic 
du al stain FDA m ethod, as descl'ibed by H Ul'tm ann 
a n d Speit. 26 Briefly, cells wer e mixed wit h a fluor o
chr om e solut ion con ta ining 0.02 I-Lg/I-LL Et-Br and 
0.015 I-Lg/J-LL of FDA. The cells wer e t h e n a n a lyzed 
under a fluor escen ce micr oscope (Olympus BMX-60 
wit h a UM6 1002 filter ) . Dead cells appear ed r ed in 
color , and live on es appeared green . Q n e hundred 
r andomly chosen cells per con dit ion wer e evalua t ed, 
a n d the r esults a r e expr essed as per cen tages. All of 
the experimen ts wer e conducted in t r iplica te. 

Detection of reactive oxygen species 

This t echnique is b ased on the oxidation of di
hydr orhodamin e-1 23 to rhodamine-123 by r eactive 
oxygen species.2i Briefly, a liqu ots of 100 J-LL of th e 
h a r vest ed sam ples (a ppr oximately 1 x106 cells) wer e 
cen t rifu ged at 1,200 rpm fo r 5 mino Next , t h e su
pern atan t was poured off, a n d 180 J-LL of buffer A 
(1 40 mM NaCl, 5 mM KC1, 0.8 mM MgS04·7H20, 
1.8 mM CaCI2, 5 m M glucose, 15 m M HE PES) and 
20 fl-L of dihydr orhodamine-1 23 O mM) were added. 
The samples were placed in a 96-well plate and r ead 
in a micr oplate r ead e r (Bio r a d ) at 505 nm . The 
r esults wer e inter polated from a stan dar d cu rve of 
0-10,u,M rhodam ine-1 23 in buffer A. 

Determination of cata las e activity 

Catalase activity was m easured acco r din g to the 
pr otocol descr ib ed by Aebi.28 Briefly, cells (a pproxi
mately 1X106 cells) were wash ed two or t hree tim es 
with s t erile PBS conta inin g pr o tease inhibitor s. The 
cells wer e sonicated fo r 10 cycles of 10 secon ds at a n 
amplitu de of 20 M H z. After sonication , the ce lis 
were cen trifu ged at 10,000 rpm for 5 min at 4 oC. 
The su pernatan t was u sed to determine th e catalase 

• 
activity a n d protein con centration. T he catalase ac
t ivity was det ermined by r eading t h e a bsor ban ce a t 
240 nm at room temper a ture, adju stin g to zer o with 
50 mM phosph ate b uffer. H "Q" (500 J-LL of 20 m M ) 
was added to 100 fl L of sup;rn-atant a n d 4 00,uL of 
50 m M phospha te buffe r , and t h e a bsorb a n ce was 
measured at 15 secon ds a n d 30 secon ds. 

Determination of 
superoxide dismutase activity 

S u per oxide d ismutase activity was m easured 
fo llowing t h e protocol descr ibed by Sun, et al. 29 

T h is m eth od is based on the competit ion between 
su peroxid e d ismu tase a n d tetrazolium blue for 
the superoxide radicals formed by the xanthine oxidase 
system . The cells wer e sonicated anel cen t rifu ged a t 
10,000 rpm for 10 min at 4°C. T h e n , 200 I-LL of the 
su pernatan t was d ivided in to two t u bes w it h 1.85 
m L of r eact ion m ix (0.265 m M xan thine, 0.53 m M 
EDTA , 0. 1325 m M N BT , 883 m g/mL a lb umin , 
353 m M Na2C03). T o on e tube, 50 I-LL of 50 m M 
phosphate buffe r (b lank) was ad ded; t o th e other 
tube, 50 I-LL of 2-2.5 U/mL xanthin e oxidase (sam ple) 
was added. These sam p les wer e incubated for 15 
m ino N ext, 500 I-LL of Cu CL) was added to qu en ch the 
r eaction. An a liquot of 200 I-LL of these sam ples was 
added to a 96-well micr opla t e, a n d the a b sorba n ce 
was measured at 560 nm CA). T h e units of SOD wer e 
calcu lated as fo llows : 

Units 
of SOD 

[A r eaction mix - CA sample - A blank)] 
[A r eaction m ix (0.5%)] 

Lipid peroxidation (Lpx) 

The thiobarbituric acid method was used to m easure 
the con centr ation of m a lon dia ldehyde (M DA) .3o 
A l Oa I-LL aliquot (a ppr oximately 1 x 106 cells) was 
added to 100 I-LL of t r ichlor oacetic acid 00% w/v) a nel 
cen trifuged at 3,000 x g for 10 m in o T he su perna tant 
was then added to 1 mL of t hiobarbituric acid reagen t 
(0.375%), and t h e mixtu re was heated at 92°C for 45 
mino The absorba n ce of the thiobarbitu r ic acid-MDA 
complex was measured at 532 n m u sing a n ELISA 
spectrophotom eter (Bio-Rftd ModeI 550). Data were in
te rpolated an ta a con cen tration curve of 1,1,3,3-te 
traeth oxypropan e r a ngin g from O to 10 nM. 

Comet assay 

Ten m icr oliter s of the cell sus pension 0 -1.5 x 104 

cells ) was mixed wit h 75I-LL of a 0.5% LMP agar ose 
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Table l. Viability of WRL-68 cells treated tor 25 days, measured by the dual stain FDA method, and the intrace llular quantificat ion of 
met als , measured by atomic a bsorpt ion spect rophotometry. 

Days Treatment Viability (%) As ( ~g / L ) Cd (~ g/ L ) Pb (~g / L ) 

C 100 ± 2.8 0. 526 ± 0.020 3. 359 ± 0.001 4.287 ± 0.760 
M 100 ± O 9.805 ± 0.059·· 4. 298 ± 0.000" 37.475 ± 6.0 31 ** 
I 98 ± 2.8 1.276 ± O.02r* 3. 317 ± 0,000· 5.475 ± 0.700 

M' I 23 ± O" 21. 07 ± 0.078" 7. 549 ± 0.001·· 22 .955 ± 0.02' " 

15 C 100 ± O 1. 203 ± 0.020 6.441 ± 0.001 4.972 ± 1.460 
M 100 ± 1.4 14. 316 ± 0.130" 10 .217 ± 0.014·· 31. 35 ± 4. 228** 
I 96 ± 2.S· 0.667 ± 0.029" 2.739 ± 0.002" 5.94 ± 2. 291 

M' I 100 ± O 11. 863 ± 0. 453** 10.107 ± 0.014'- 98.815 ± 3. 500** 

25 C 100 ± lA 0. 508 ± 0.007 4.794 ± 0.001 504 ± 2.206 
M 97 ± O· 110413 ± 0.130** 5.67 ± 0.001*" 44.64 ± 5.798** 
I 91 ± 2.1 · 0 0403 ± 0.019** 2.241 ± 0.001·- 4.55 ± 1. 258 

M' I 100 ± 0.7 14. 513 ± 0.030** 12 .617 ± 0.014·- 117. 515 ± 0.035** 

c: control. M: metnl mixture. inh ibitor mixture. M + 1: metnl mixture plus inhibitor mixture. AII resulls represent the nvernge 01 three ind ependent 
experiments. 'p < 0.05, "p < 0.005. ANOVA nnd post hoc nnnlysis with respectto the control condition. 

Evaluation of reactive oxygen 
species and molecular target effects 

We obser ved a n incr ease in t h e ROS con cen t r a 
t ion on days 15 a n d 25 in g r aup M + 1, wh ile t h e 
r em a in in g gr oups d id n ot show a n in du ct ion of ROS 
(F igu re 2A) . L ip id per oxidation s ignificantly in 
cr eased in g r ou p M + I on days 15 a n d 25 (F igure 
2B). DNA stran d b r eaks , assessed u sin g the alkaline 
comet assay, wer e in du ced in gr oup M + I at a ll 
treatmen t t im es (F igu re 2C). It is wor t h n oting th at 
we a lso observed DNA dam age in gr ou p M at 5 a nd 
25 days of t r eatm ent. 

Induction of 
cell transformation 

Cell tra n sforma t ion was obser ved as m or phologi
cal changes in gr oup M + 1. We observed t h e forma
t ion of foci from d ay 15 of cult u r e u s in g G ie m sa 
staining , with a m ean of 84 ± 21.58 foc i per flask . 
H owever , we d id n ot obser ve the formation of a ny 
foci in gr oups C, M, 0 1' I (Figu r e 3A a n d 3B). T o 
con firm t he m or phological t r an sformation sta t e, th e 
cells wer e cu ltur ed in soft agar , a mI t h e cells t r eated 
wit h M + I wer e a ble to grow under t h is condition 
(F igure 3e). 

DISCUSSION 

Mixtures of meta ls , s u ch as As, Cd a n d Pb , 
a r e w ide ly distribu ted in t h e e n vironme n t as a 
r esult of huma n activities. These t hree elem ents 
ar e am ong th e top ten substan ces in t h e prior ity list 

of h az a r do u s s ub sta n ces o f t he Su perfund of 
t he U nited States.36 In m ost cases, these m etals 
ex ist togeth e r and a r e a m on g t h e fir st b in a r y 
com b ination s of con tam in a nts in s oil a nd water .3i 

The r efor e , m ost huma n population s a r e chron ically 
exposed to these elem en ts as a mixtu re . Accordingly , 
it is im portant to invest igate t he possible m echanism s 
of carcinogenicity of t h e As-Cd-Pb m ixture as well as 
t h e pa r ticipation of a n t ioxidan t m olecules in t h e 
process of cell tra n sform at ion assoc ia t ed w ith 
exposur e to this mixture. Currently, these m echanisms 
are n ot fully understood. 

Afte r t h e trea tme n t of cells wit h t h e As-Cd-P b 
m ix t u r e , we obs er ved a n in cr ease in t h e intracel 
lula r con cen t r ation of t hese metal s in g r oup M , 
whi le i n grou p M + 1, we ob ser ved a la r ge in 
cr ease in t h e con centration of in t r acellu la r P b 
com par ed to g r oup M. T h is e ffect h as b een r e por
t ed previou sly;38 h owever , t h ere a r e d if fe r e n t 
theories t o expla in it. K owalt owsk i, et a l .39 

sh owed that 3-a m in otriazo le inhibit s catalase a n d 
m etallothion e in a n d act iva tes s ome P b and Cd 
protein tran sp or ter s as a r esult of t h e in cr ease in 
metal absor ption. H owever , D or osh e nko a n d 
Dor osh en k 040 a n d Lee, et al. 4 1 proposed a n increase 
in calciu m influ x that is de pende n t on L -type Ca2+ 

ch ann e ls a n d in du ced by oxid ative s t r ess due t o 
GSH d epletion . Addi t ion a lly , H inkle , et al. 4 '2 a n d 
L ou , et a l .4 3 discu ssed t h e activ ity of calcium 
t ran s por ters a n d a n ion exchan gers when m etal 
abs orp tion is incr eased. F u r the r stu dies a r e n ee
ded t o cla rify w h ich of t h es e m ech a n ism s is r es 
pon sible fo r the in t r acellula r incr ease in Pb in the 
presen ce of a n t ioxida n t inh ibit or s. 
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Figure 1. Activity o{ antioxidants. A. GSH concentration, 
detected using the OPT method. B. SOO activity, evaluoted 
using the xanthine oxidase system. C. CAT activity, de ter
mined vio the degradation of HPr The horizonta/Une on the 
y axis represents the re/orive value o{ the control group 
(100%) compared to the other groups. M: Metal mixture. 1: 
inhibitor mixture. M + 1: metal mixture plus inhibitor mixture. 
AII results represent the average o{ three independent 
experiments . • p <; 0.05, "p <; 0.005. ANOVA and post hoc 
analysis with respect to the control condition. 

An imbalance between oxidants anel antioxidants, 
wh ich can cause oxidative stress, is though t to u n 
derlie metal carcinogen icity.16 Increasing eviden ce 
exists for the attenuation of individual antioxidant 
defense mechanisms during tu mor development. Rei
ner s, el al. 44 r eported a significant decrease in SOD, 
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Figure 2 . Reactive oxygen species and molecular targets 
01 oxidation. A. Reactive oxygen species (ROS) , measured by 
the oxidation 01 dihydrorhodamine·123. B. Lipid peroxidation 
(LPXj , measured using the T·BARS reaction. C. DNA damage, 
determined as single strand breaks with the Comet assay. AII 
results represent the average 01 three independent experi· 
ments . *p <: 0.05. **p <: 0.005. ANOVA and post hoc analysis 
with respect to the control condition. 

catalase and glutathione peroxidase activities in 
SENCAR mouse skin following expOSUl'e to T P A 
The specific activities of SOD and catalase in papil
lomas and carcinomas generated using an initiation
promotion pr otocol wer e also found t o be simila rly 
dep ressed com pared to those in nor mal skin . 

http://www.novapdf.com/


60 
 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


61 
 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

322 
Sánchez-Valle V, el al. A'NAl5of Il p Rd lolo ~V , 2013 ; 12 (2): 315-324 

• 
FUl'the l' lllOre, t h e p l'om otion and pl'ogl'ess ion of 
skin tumol'S in different s tl'ains of mice wer e 8h own to 
cOl'l'elate with oxidative events anel DNA dam age.4.5 

Data in th e literature suggest that th e m odula 
tion of catalase activi ty may be m ech a nist icalIy 
in volved in t h e d eregulation of signaling cascades 
dUl'ing t um or pl' om oti o n-pl' ogl' ess io n , \"ith 
pa thways l'egulated by the tl'uns -activation of AP-l, 
NF-KE anel CREB being significantly impacted.46 

H owever, the attenuation of GSH gen erates oxi
dative stress and subsequ ent ly leads to the induction 
of JNKJSAPK and p38 MAPK, which are necessal'y 
components of t h e cellulul' defense pl'ogl'um against 
cytotoxic xenobiotics.47 Therefor e, it is possible that 
a s u stain ed r edu ction in g lutathione levels facili
tat ed the em ergen ce of axen obiotic-resistant, m a lig
nantly tran s formed phenotype upon r epeat ed 
t r eatm ents with xenobiotic agent. An interesting ob
servation was the incr ease GSH con centration upon 
m etal t r eatment. This r esult is paradoxical beca u se 
th e GSH conten t should decrease following exposure 
to pro-oxidant metals du e to consumption. H owever , 
m a n y studies have focu sed on t h e t r a n scrip tional 
r egulation of enzym es to synthesize GSH . N F KB, Sp-l , 
AP-l , activator protein-2 (AP-2), metal r esp on se 
elemen ts (MRE), and a n tioxidan t r espon se elements 
(ARE) have been identified in the huma n gamma
glutamate cystein e ligase (GCL ) promoter. Many 
studies ha ve identified a p rox imal AP-l e lemen t 
(-263 to -269) as a criticalmediator of the oxidative 
stress-induced incr ease in huma n GCL tra n scrip
t ion. Moreover, the activation of t h e ARE pathway 
could expla in wh y xenobiotics cau se an increase in 
t h e GSH con cen tration as a first r espon se.48,49 

In addition to the diminu t ion in a n t ioxidan t 
levels, ROS, lipid peroxidation and genotoxicity 
wer e con s istently found in cells treated with b oth 
meta ls and inhibitors over t ime. Con siderin g t hat 
DNA dam age was present during all t r eatm e n t 
t imes (Figure 2C), we s u ggest t h at the DNA r epair 
system may h ave been impaired by t h e metal 
mixture treatment, in addition to the obser ved geno
toxicity; these effect s h a ve a lso b een observed in 
oth er studies.ll ,~O An increase in oxidative stress 
marker s, su ch as ROS and lipid peroxidation , were 
ob ser ved uniformly over time in cells treated 
wi th b oth m etals a nd inhibi to r s (Figure 2) . Inacti
vat ing t h e antioxidan t machine ry with 3-AT and 
E SO m ay resulted in increased levels of ROS in 
m etal-treated cells anei , subsequ ently , enhanced li
pid peroxidation a n d gen otoxicity. The enhancing 
effect of 3 -AT on gen otoxicity induced by exposure 
to cadmium at low concen tration s (1-2 11M ) h as 

b een s u ggested to b e partially due to a higher 
intra-cellu lar co n ce n t ra t ion of cadmium as a 
resu lt of 3 -ATZ; however, th e authors did n ot 
ob serve the sam e pattern when performing t h e 
sam e experiments w it h lead. 46 

In t his scenario, t h e M + 1 treated cells presen ted 
morphological a lter a tion s ; t h ey lost t h eir hepatic 
cell characteristics. It is worth noting that cells 
chronically treated with t h e metal mixture at nano
molar concentration s for more than 4 m onths did 
n ot show a ny morphological changes (data n ot 
sh own ). T o determine whether the morphological 
ch a n ges induced by exposure to th e m etal mixture 
wer e related to t r a n sformation, we evaluated t h e ca
pacity of these cells t o grow in anch orage-indepen
dent conditions. Anchorage independen ce is believed 
to be on e step in the multi-step process of the n eo
pI as tic t ransformation of huma n fibroblasts, and it 
has p r o ven to b e a particula rly attractive endpoint 
for tran sformation studies;38 ho'\\'ever, t h e biochemi
cal chan ges of cells with anchor age-independent phe
n otypes a r e n ot yet fully understood. Sever a l studies 
have su ggested t h at anchorage independen ce results 
from a mutational 01' epigen etic even t becau se the 
acquired a nchol'age-independen t phenotype is a per
manent characteristic of the cell s. 5 1,~2 Moreover, 
some reports link the u se of antioxidant inhib itors 
with a n enhancem e n t of anchor age independen ce. 
F or instance, 3 -ATZ has been r e p orted to signifi
can t ly enha n ce cadmium-induced anchorage inde
p e n den ce and cyto t oxicity in diplo id huma n 
fibroblasts HFW, t hus supporting the n otion that 
ROS is involved in cadmium genotoxicity;38,M this 
increase in m etal u ptake by 3-ATZ do es n ot occur 
at high cadmium-treatmen t doses (10 mM). In 
con tl'ast, 3 -ATZ n e ithel' affects lead-induced an
ch orage indepen dence a nd cytotoxicity n o r indu 
ces the weak mutagenicity of lead, even thou g h 
3-ATZ d oes enhance lead u ptake and accumulation 
in HFW cells. 

CONCLUSION 

In our study, we established a m odel that is sen
s itive to cell transforma tia n us ing huma n cells, 
which could be u seful tool for the study of ch emical 
car cinogen esis. Mor eovel', in this m odel we showed 
the cell transfol'ming effect ofmetal mixture (As-Cd
Pb) at con cen t r ation s equiva len t to those l'epol'ted 
fol' occu pat ion a lly exposed individuals. We a lso 
dem onstr ated that t h e balance between t h e a n tioxi
dan t statu s and oxidant insult generated by t h e 
mixture of metals plays a pivotall'ole in the process 
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of cell transformation. In general OUI' findings could 
provide new insights in the field such as the use of 
diffel'ent antioxidant pal'ametel's as a l'i sk assoei
ated biomal'kel's and intel'ventional des ign studies 
of the population exposed to these metals . 
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