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RESUMEN

En la homeostasis celular, la barrera antioxidante realiza un papel esencial evitando el
establecimiento de estrés oxidativo. Diversos procesos celulares que conducen a estados
patoldgicos inician por la desregulacion de la barrera antioxidante, como es el caso de la
transformacion celular. Este proceso celular ha mostrado ser inducido por metales, que
frecuentemente estan en el ambiente, mediante la induccion de estrés oxidante. Por tanto el
presente trabajo se enfoc6 en evaluar la participacién de la barrera antioxidante en el proceso
de transformacion celular, inducida por la mezcla de As-Cd-Pb.

Para ello se abatié la respuesta antioxidante mediante la inhibicion transcripcional de
catalasa y glutamato cistein ligasa en el modelo murino hepatico no transformado Clona 9. La
caracterizacién bioldgica de dicho modelo, se enfoc6 en evaluar la viabilidad celular, el tiempo
de proliferacion, la concentracién de especies reactivas de oxigeno, la actividad de catalasa y la
concentracion de glutation, asi como la expresién de E-cadherina, actina de muasculo liso alfa 2

y la capacidad de cierre de herida en células control y expuestas al a mezcla de As-Cd-Pb.

Nuestros resultados muestran que la linea Clona 9 es viable bajo el abatimiento
transcripcional de catalasa y glutamato cistein ligasa. Per se, el abatimiento no es suficiente
estimulo para establecer la transformacion celular; sin embargo, aunado a la mezcla de
metales, se inducen la migracién celular y la expresion de actina de musculo liso alfa 2,
mientras que los niveles de E-cadherina disminuyen, en conjunto estos cambios son

indicadores de transformacién celular.




ABSTRACT

In cellular homeostasis, the antioxidant barrier plays an essential role avoiding the
establishment of oxidative stress. Several cellular processes that lead to pathological states start
by deregulation of the antioxidant barrier, as is the case of cell transformation. This cellular
process has been shown to be induced by metals, which are frequently in the environment,
through the induction of oxidative stress. Therefore, the present study focused on evaluating the
participation of the antioxidant barrier in the process of cell transformation induced by the
mixture of As-Cd-Pb.

Antioxidant response was reduced by the transcriptional inhibition of catalase and
glutamate cysteine ligase in liver untransformed murine model Clone 9. The biological
characterization of this model, focused on evaluating the cell viability, the proliferation time, the
reactive oxygen species concentration, catalase activity and glutathione concentration, as well
as E-cadherin and alpha smooth muscle actin expression and the capacity of wound closure in
control and exposed to the mixture of As-Cd-Pb cells.

Our results show that Clone 9 line is viable under the transcriptional abatement of catalase
and glutamate cysteine ligase. Per se, the reduction is not enough stimulus to establish cellular
transformation; however, combined with the mixture of metals, cell migration and alpha smooth
muscle actin expression are induced, while the levels of E-cadherin decrease, together these

changes are indicators of cellular transformation.
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INTRODUCCION

En la actualidad es bien sabido que los seres vivos nos encontramos expuestos de forma
general a una amplia variedad de agentes fisicos, quimicos y biol6gicos que pueden afectar la
salud y con ello disminuir nuestra calidad de vida. Esto es importante si consideramos que cada
vez la esperanza de vida va en aumento; sin embargo, también la incidencia de enfermedades
no transmisibles (ENTs) como la diabetes, enfermedades cardiovasculares y el céancer. Las
ENTs son causa principal de muerte y discapacidad representando el 63% del total de muertes
en el mundo. Asimismo, se ha calculado que éstas representan el 90% de las muertes
prematuras asociadas a los efectos de la contaminacion ambiental. En el afio 2013, se calculé
gue en México aproximadamente 50,000 muertes fueron relacionadas con la contaminacion

ambiental®.

Se han propuesto una gran cantidad de mecanismos por los cuales los diferentes
contaminantes pueden generar sus efectos nocivos. A nivel molecular estos mecanismos van
desde la induccion de mutaciones hasta la regulacién epigenética; sin embargo, la mayoria de
los contaminantes comparten la generacion de especies reactivas como principal mecanismo de

accion.

Especies reactivas

En los dltimos afios ha habido un gran interés en el estudio de las especies reactivas,
tanto de las especies reactivas de oxigeno (ERO) como de las especies reactivas de nitrégeno
(ERN), dado que son producidas por los organismos vivos como resultado del metabolismo

normal de la célula, asi como de factores ambientales?.

Estas moléculas juegan un papel dual dentro de los organismos tanto benéfico como
perjudicial. De concentraciones bajas a moderadas tienen funciones dentro de la célula en
procesos fisiolégicos; sin embargo, en altas concentraciones producen modificaciones adversas
en componentes celulares como son lipidos, proteinas y DNA?®. Dichas modificaciones pueden

estar relacionadas con algunos procesos biolégicos, mencionados anteriormente.

Las ERO se derivan principalmente del oxigeno molecular (O,), el cual tiene una
configuracion electrénica Unica, que puede hacerlo asi mismo un radical. Pero la mayoria de

sus derivados surgen de procesos metabdlicos y pueden interaccionar con otras moléculas®.




Por su parte, las especies reactivas de nitrébgeno tienen como origen el Oxido nitrico
vasodilatador muy abundante, el cual es generado por la 6xido nitrico sintasa (NOS); que
presenta la capacidad de combinarse con aniones superoxido, desencadenando reacciones de
nitrosilacion y la sintesis del anion peroxinitrito. Aun cuando ambas especies reactivas son de
importancia bioldgica, los radicales derivados del oxigeno son los que representan a la clase

mas importante de especies reactivas generadas por los sistemas vivos?.

Las ERO se pueden dividir en dos grupos: radicales libres y no radicales. Los primeros
son aquellas moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados que le dan
reactividad a la molécula, como en el caso del radical peroxil (ROO™). Mientras que las formas
no radicales, principalmente se forman cuando dos radicales libres comparten sus electrones
desapareados, por ejemplo el peroxido de hidrogeno®. En general, estas moléculas son
extremadamente reactivas y tienen una vida media corta®. Uno de sus principales efectos es el
dafio que generan a macromoléculas como son lipidos, DNA y proteinas, ademas de provocar
cambios en la expresion de varios genes, la sobreexpresion de factores de transcripcion
sensibles al estado redox y la remodelaciéon de la cromatina por alteraciones en la

acetilacion/desacetilacion de histonas®.

Barrera antioxidante

Los organismos al estar expuestos a una gran variedad de radicales libres desarrollaron
una serie de mecanismos de defensa contra éstos. En particular, los mamiferos tienen un
sistema de defensa bioquimico formado por antioxidantes (barrera antioxidante), el cual sirve
para contrarrestar el efecto adverso de los oxidantes. De manera general un antioxidante puede
ser clasificado como un compuesto capaz de prevenir el proceso pro-oxidativo o el dafio
biologico oxidativo®. Este sistema de defensa incluye tanto captadores de radicales libres de

bajo peso molecular, asi como sistemas complejos de enzimas®.

Los antioxidantes se pueden clasificar en dos grupos: enzimaticos y no enzimaticos
(Tabla 1). Los antioxidantes enziméticos estdn conformados por proteinas que minimizan el
dafio oxidativo, las cuales pueden actuar directamente sobre los radicales libres, como la
superoéxido dismutasa (SOD), la catalasa y miembros de la familia peroxidasa incluyendo a la

glutation peroxidasa, las peroxiredoxinas, etc.




Tabla No. 1. Clasificacion de los antioxidantes.

Antioxidantes
Superoxido dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)
Glutation peroxidasa (GPx)
Tiorredoxina (TRX)
Peroxirredoxina (PRX)
Glutation transferasa (GST)

Enziméaticos

Vitamina A
No Vitamina C
enzimaticos Vitamina E

Glutation (GSH)

El grupo de los antioxidantes no enzimaticos contiene numerosos compuestos capaces de
prevenir el dafio oxidativo por su interaccién directa o indirecta con las ERO. La forma indirecta
involucra la quelacion de los metales de transicion previniendo asi su participacion en
reacciones de Fenton y Haber-Weiss. De forma directa, las moléculas comparten caracteristicas
quimicas que les permiten donar electrones a los radicales previniendo de este modo que
interaccionen con moléculas importantes®. Dentro de este grupo se encuentran moléculas que
pueden ser liposolubles o hidrosolubles, por ejemplo, vitaminas como la C y la E, B-caroteno,

acido urico y glutation (GSH).

e Superoéxido dismutasa

La SOD pertenece a una familia de metaloenzimas encargadas de catalizar la
dismutacion de dos moléculas de superédxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno (Figura 1),
que difieren respecto al ion metalico, el cual interacciona con las moléculas de superéxido, la
cadena proteica, el nimero de subunidades y el lugar donde se encuentran. Estas enzimas
estan presentes en practicamente todos los organismos aerobios y son altamente reconocidas

por sus funciones reguladoras en el crecimiento, metabolismo y respuesta al estrés oxidativo.

En el caso de los mamiferos hay tres tipos diferentes de enzimas, las cuales son: SOD1
(Cu/znSOD), SOD2 (MnSOD) y SOD3 (ecSOD o extracelular). SOD1 es la principal forma
intracelular de SOD, SOD2 se encuentra exclusivamente en la matriz mitocondrial mientras que

SOD3 es la forma secretada y es asociada con la matriz extracelular de diferentes tejidos®’.




M@+D+ _S0oDp + 0, » M™ —SOD + 0,

M™ —S0D + 0,” + 2H* - M®™V+ —S0oD + H,0,

Figura 1. Reaccién de dismutacién catalizada por la SOD. Donde M puede ser: Cu (n=1), Mn (n=2), Fe (n=2) o Ni (n=2).

e Catalasa

La catalasa es una enzima formada por un homotetrdmero, donde cada mondmero
contiene un grupo hemo b responsable de su actividad catalitica. Es codificada por un solo gen,
el cual estd altamente conservado a lo largo del arbol filogenético; los mamiferos expresan
catalasa en todos los tejidos, y se pueden encontrar altas concentraciones en higado, rifiones y

eritrocitos®. Dentro de la célula se encuentra principalmente en los peroxisomas.

Es una enzima que participa en la desintoxicacion del peréxido de hidrégeno (H,O,)
dentro de la célula ya que cataliza el rompimiento del H,O, en agua y oxigeno molecular (Figura
2). Tiene un papel esencial en la defensa celular contra el estrés oxidativo ya que tiene la
capacidad de remover altas concentraciones de H,O,, disminuyendo los niveles de H,O, en la

cercania®.

2H,0, - 0, + 2H,0

Figura 2. Reaccidn catalizada por la catalasa.

Ademas de su reaccion de catalasa, esta enzima puede realizar una actividad de
peroxidasa, la cual consiste en el rompimiento del H,O, para formar otras moléculas pequefas

como el metanol o el etanol®.

e Glutatiéon

El GSH es un tripéptido también conocido como y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (Figura 3),
gue se sintetiza en la célula. El GSH es el tiol de bajo peso molecular mas abundante en las

células. El grupo sulfidrilo (-SH) presente en la cisteina participa en las reacciones de reduccion




y conjugacion, consideradas las mas importantes entre las funciones del GSH. Tiene un papel
importante en la proteccion de la célula contra el dafio oxidativo, de la toxicidad de xenobidticos
electrofilos y/o sus metabolitos y en el mantenimiento redox homeostatico. También esta
involucrado en la regulacién del ciclo celular y apoptosis, asi como en el almacenamiento de

10,11

cisteina Es cofactor de varias enzimas destoxificantes, como la GSH peroxidasa y

transferasa y participa en la conversion de las vitaminas C y E a sus formas activas®.

La sintesis de GSH se lleva a cabo por dos reacciones secuenciales, primero es la
combinacion de cisteina con glutamato mediada por la glutamato cistein ligasa (GCL, también
llamada y-glutamilcisteina sintetasa), formada por una subunidad catalitica (GCLc) y una
subunidad modificadora (GCLm). En esta primera reaccion, para formar el enlace amida entre el
glutamato y la cisteina se requiere la hidrélisis de una molécula de ATP; seguido por la adicion
de la glicina al dipéptido, previamente formado, por accién de la glutatiéon sintetasa (GS) con la
hidrélisis de otra molécula ATP (Figura 4)'°. Adicionalmente a la reaccion de sintesis, la GSH

reductasa (GR) se encarga de recuperar el GSH a partir del GSSG (glutation oxidado).

El enlace entre el glutamato y la cisteina del GSH se da a través del grupo carboxilo y en
vez del grupo carboxilo a. Este enlace en particular s6lo puede ser hidrolizado por una enzima,
y-glutamiltranspeptidasa (GGT), la cual se encuentra presente Unicamente en la superficie

externa de cierto tipo de células™.

y-glutamil cisteinil glicina

A | A
f \/ \r 1

SH
O NH, CH, P
\/C-CH-CHZ-CHZ-g-NH-CH-(ILI‘-NH-CHTC\
HO o) o] OH

Enlace y-carboxilo

Figura 3. Estructura del glutation.

Se sabe que el contenido intracelular de GSH varia ante diferentes condiciones como: la
presencia de metales pesados, concentraciones altas de glucosa y choque térmico. Por lo que
la exposicion cronica a agentes que desregulan el estado redox de la célula se traduce en un

mayor requerimiento de sintesis de GSH*™.




2H,0

+0,
2H,0,
NADPH,. GSSG
P ADP+Pi ATP
NADP* R X Gs
y-glutamil
aa GSH cisteina
Glicina ADP+Pi
GGT Cisteinil- /

glicing e Cisteina mep\ll GCL

. . ATP
y-glutamil Acido
aminoacido glutamico

Figura 4. Ciclo del glutation. En color amarillo se muestran las reacciones que se llevan a cabo hacia el exterior de la célula'y en
color azul las reacciones que se llevan a cabo en el interior de la célula. Donde GCL es glutamato cistein ligasa, GS es Glutatién

sintetasa, GGT es y-glutamiltranspeptidasa, GGCT es y-glutamilciclotransferasa, OPLAH es oxoprolinasa, GPx es glutatién

peroxidasa, GR es glutatién reductasa y GSSG es glutation oxidado.

Por lo anterior la barrera antioxidante juega un papel importante en el balance entre
oxidantes y su eliminacién por los antioxidantes. Pero si este balance se rompe, da lugar a la
generacion de “estrés oxidativo” *'*. Se ha observado que el estrés oxidante puede generar
mutaciones o cambios epigenéticos en el DNA que conllevan a una serie de cambios
bioquimicos y fisiolégicos, los cuales alteran la homeostasis normal del cuerpo. Esto puede
conducir al desarrollo de una variedad de patologias, dentro de las cuales puede estar

involucrada la transformacion celular®.




Transformacién celular

La transformacion celular es definida como la adquisicién de ciertas caracteristicas que
modifican la morfologia, tasa de proliferacién, asi como la susceptibilidad a sefiales externas,
expresion de ciertas proteinas y activacion de vias que normalmente no se expresan. Esto
provoca que las funciones de la célula cambien®, y por tanto la célula deja de ser normal e
inicia un proceso que conlleva a la formacion de células tumorales. En otras palabras, la célula
sufre cambios moleculares, morfolégicos y modificaciones en su tasa de proliferacion. Durante
este proceso la célula afectada presenta varios cambios que le confieren ciertas ventajas, y por
tanto han sido asociados como indicativos de que una célula se estéa transformando. Algunos de
los marcadores que se han utilizado para determinar si hay o no transformacion celular son:
cambios en la capacidad de migracién, la transicion epitelio mesénquima y cambios en la
expresion de algunas proteinas como la gama-glutamiltranspeptidasa, solo por mencionar

algunos ejemplos.

¢ Migracion celular

La migracion celular es un fenémeno biolégico complejo que se refiere al desplazamiento
de la célula en el espacio. Esta involucrado en procesos fisiolégicos fundamentales como la
morfogénesis, la formacion y regeneracion de tejidos, asi como la respuesta inmune. También

juega un papel primordial en la patologia y progresion del cancer*®.

La migracion celular es gobernada fundamentalmente por dos procesos dinamicos
fundamentales, los cuales involucran la remodelacion de actina del citoesqueleto que conduce a
modificaciones en la estructura, forma y polaridad de la célula, asi como cambios en las

condiciones de adhesion de las células con los tejidos circuntantes®’.

De forma general se puede clasificar en dos grandes categorias: individual y colectiva. La
migracion individual se puede subdividir en mesenquimal y ameboide. La primera se caracteriza
por ser de baja velocidad, de alta adherencia, presentar extensiones de largas protrusiones y
reorganizacion y/o degradacién de la matriz extracelular (MEC). La migracion ameboide, se
caracteriza porque las células son més rapidas con menos adherencia, presentan pequefias
protusiones y son mucho mas contractiles'®. La migracion colectiva por otro lado, se refiere al
movimiento de varias células que se desplazan ya sea como una hoja, fila o agregado de

células.




Especificamente en el cancer, el modo de migracion depende del origen del tumor. En el
caso de aquellos con origen epitelial, estos migran principalmente de forma mesenquimal. La
hipétesis mas predominante respecto al inicio de la migracién involucra la transicion epitelio
mesénquima, durante la cual se activan genes que le permiten a la célula migrar de forma

mesenquimal®’.

e Transicién epitelio mesénquima

Parte fundamental para que una célula se convierta en una célula transformada es la
transicion epitelio mesénquima (TEM). La TEM es un proceso que se da de manera normal
durante la embriogénesis y la cicatrizacion de heridas (reparaciéon de tejidos), la cual puede ser
reversible dando lugar a la transicion mesenquimal epitelial o TME. Cuando la TEM es alterada
en tiempo y funcién puede contribuir en patologias como fibrosis y cancer'®. Durante este
proceso las células epiteliales son reprogramadas transcripcionalmente®®; es decir, hay una

transdiferenciacion de las células epiteliales en células mesenquimales moviles.

La TEM es un proceso multi-etapa que comprende el remodelamiento gradual de la
arquitectura celular y de las capacidades funcionales del epitelio®®. En el desarrollo o en una
patologia, la TEM sigue un programa comun y conservado®. Los eventos principales en la TEM
son la disolucién de las uniones célula-célula, la pérdida de la polaridad apico-basal y la
adquisicion de polaridad frontal-distal; la reorganizacion de la arquitectura del citoesqueleto y
cambios en la forma de la célula. También se encuentran una regulacion a la baja en la firma de
la expresion génica y activaciéon de genes que ayudan a definir el fenotipo mesenquimal, el
incremento en las protrusiones celulares y la movilidad y en muchos casos, la capacidad para
degradar la MEC. Cabe mencionar que las células que han sufrido TEM adquieren resistencia a

la senescencia y a la apoptosis®.

Los cambios en la expresion génica que contribuyen a la represion del fenotipo epitelial y
activacion del fenotipo mesenquimal involucran reguladores maestros y factores de
transcripcion como SNAIL, TWIST y ZEB. Los factores de transcripcion de TEM coordinan la
represion de genes epiteliales y la induccion de genes mesenquimales®. Durante la TEM la
expresion de proteinas epiteliales es fuertemente reprimida, o su funcion es seriamente
comprometida. Uno de los principales blancos de los factores de transcripcién inductores de
TEM es la E-cadherina, destacando su papel en la supresién de la migracion celular’ por lo que

su regulacion a la baja es considerada un marcador de TEM.




E-cadherina

Uno de los principales grupos de proteinas involucrados en la morfogénesis tisular y en la
coordinacion del movimiento celular es el formado por las cadherinas. Estas son glicoproteinas

¥ Las

transmembranales que median la adhesion célula-célula dependiente de Ca**
cadherinas presentan tres principales regiones estructurales: una regién extracelular larga
conformada por cinco dominios, un segmento Unico que atraviesa la membrana y un dominio

citoplasmatico corto (Figura 5)%.

La conformaciéon normal de las cadherinas sélo es estable en presencia de Ca** en el
microambiente. El Ca** se une con la porcién extracelular de la cadena polipeptidica, lo cual es

un prerrequisito para la unién/adhesién célula-célula mediada por éstas®.

Espacio Espacio
intracelular extracelular

- s sV

Figura 5. Estructura general de las cadherinas. En color azul se observan los cinco dominios extracelulares, en verde el segmento
transmembranal, en morado la regién intracelular corta y en rojo los sitos donde se une el Ca®".

La familia de las cadherinas esta principalmente compuesta por tres grupos 1) cadherinas
clasicas, principales componentes de las uniones adhesivas; 2) cadherinas no clasicas, que
incluyen cadherinas desmosomales; y 3) protocadherinas, que estan implicadas en la
plasticidad neuronal. El ejemplo clasico de la familia de las cadherinas es la cadherina epitelial,
E-cadherina (Cdh1)®, que se encuentra dentro de la subfamilia de las cadherinas clasicas tipo 1

no neurales?.

La E-cadherina se expresa en la mayoria de las células epiteliales, participando en el

establecimiento de la polaridad celular y en mantener la estructura del tejido normal®®. Es la




principal integrante de las uniones adherentes en el epitelio y participa en procesos como la

diferenciacion y sefializacion celular®.

Se ha sugerido que la pérdida de E-cadherina tiene un papel causal en la TEM y su
ausencia puede favorecer la proliferacion celular, migracién e invasion por la activacion de vias
de EGFR (por sus siglas en inglés, Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico)?*. Procesos

altamente asociados al establecimiento del cancer.

Actina de musculo liso alfa 2

La actina de musculo liso alfa 2 (Acta2), como su nombre lo indica, es una proteina que
pertenece a la familia de las actinas, las cuales, de manera general juegan un papel importante
en varios procesos celulares que incluyen movilidad, estructura, integridad y division celular®.
Acta2 estd relacionada con la TEM ya que se encuentra implicada en la progresion tumoral y en

la metastasis. Debido a esto se le ha considerado como un marcador de invasion celular®.

Se ha encontrado que la sobreexpresion de Acta2 esta asociada con el aumento en la
movilidad al compararla con la expresion normal en fibroblastos®. Por otra parte, en muestras
procedentes de tumores su expresion esta aumentada®’. Por ejemplo, en muestras de céancer
de mama se observé que niveles altos de Acta2 provocaban la movilidad de las células

cancerosas, acelerando la invasion y la metastasis®.

Aunados a estos marcadores generales de transformacion, podemos encontrar otros

marcadores para el caso de transformacion celular hepética.

e Gama-glutamiltranspeptidasa

La gama-glutamiltranspeptidasa (GGT) es una enzima clave en el metabolismo del
glutation®®, esta presente en la membrana plasmatica de practicamente todas las células® y su
sitio activo se encuentra orientado hacia el exterior de la célula. Cataliza el primer paso en la via
de salvamento del GSH extracelular; es decir, la hidrélisis del enlace gamma glutamil entre el
glutamato y la cisteina (Figura No. 3). En este proceso, la GGT libera cisteinilglicina, con la
subsecuente escision de la cisteina y la glicina por la actividad de dipeptidasas de la membrana

plasmatica®. La GGT es considerada como un miembro de los sistemas antioxidantes celulares
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ya que favorece la reconstitucién del GSH intracelular, dado que la cisteina resultante del

metabolismo mediado por GGT es esencial para la sintesis de novo del GSH intracelular®.

Estudios realizados in vitro e in vivo han mostrado que las células que sobre expresan
GGT pueden utilizar el GSH extracelular como fuente de cisteina mas eficientemente,
resultando en una ventaja de crecimiento selectivo tanto a concentraciones fisiolégicas como
limitantes de cisteina®®. Diferentes estudios han mostrado que GGT se encuentra incrementada
en diferentes tipos celulares en respuesta a la exposicién de agentes oxidantes. Esto sugiere
gue su expresién esta modulada en respuesta a EROs/electrofilicos; lo que podria explicar el
aumento en su expresion descrita en varios tumores. Por ejemplo, en cancer de ovario, colon,

higado, glioma astrocitico, sarcoma de tejido blando, melanoma y también leucemias?.

Se ha propuesto que GGT juega un papel importante en la utilizacion de GSH por parte
de los tumores. Se ha observado que un enriquecimiento de las células en GGT resulta en un
aumento en la resistencia contra dafios toxicos y prooxidantes, por lo que diferentes trabajos
han sugerido que GGT tiene un papel en los mecanismos de resistencia a farmacos
dependientes de GSH®, lo cual podria conferirle ventajas de crecimiento y supervivencia a las
células tumorales®. Aln cuando GGT se ha visto sobre expresada en varios tumores, solo se
ha validado su incremento de expresién como un marcador temprano de transformacion, para
aguellas células de las cuales eventualmente se desarrollaran hepatomas, tanto in vivo como in

vitro®.

Como se menciond anteriormente, la transformacion celular es el resultado de cambios
fisiol6gicos, los cuales no ocurren de manera espontanea, sino que son causados por diversos
factores, ya sean enddgenos o exdgenos. En lo que respecta a estos ultimos podemos
encontrar a los metales o iones metélicos, los cuales juegan un papel preponderante en la

transformacioén celular, dadas las caracteristicas de éstos.

Mecanismos moleculares As, Cdy Pb

La forma en que interaccionan los metales con las biomoléculas es bastante compleja.
lones metélicos como el hierro (Fe), cobre (Co), cadmio (Cd), mercurio (Hg), niquel (Ni), plomo

(Pb) y arsénico (As) pueden inducir la generacion de especies reactivas y causar dafo a la
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célula a través de la deplecion de la actividad de enzimas, via lipoperoxidacion y reaccionando

con proteinas nucleares y el DNA®.

El As, Cd y Pb son algunos de los principales agentes téxicos detectados en el ambiente y
se encuentran dentro de las primeras diez sustancias peligrosas segun la Agencia para
sustancias toxicas y el registro de enfermedades (ATSDR, por sus siglas en inglés). Sobre los
efectos toxicoldgicos, genotdxicos y carcinogénicos de cada uno de estos metales hay una gran

cantidad de reportes y mecanismos de accion propuestos®>°,

De manera normal los seres humanos estamos expuestos a metales como consecuencia
de varias actividades tanto antropogénicas como naturales. Estas exposiciones se dan

principalmente con mezclas complejas de metales.

La exposicibn a la mezcla de As, Cd y Pb puede producir interacciones aditivas,
sinérgicas o nuevos efectos que no son observables con la exposicién individual a estos
elementos. Esto debido a que comparten varios mecanismos de accién incluyendo la
generaciéon de estrés oxidativo, interaccién con grupos —SH, interferir con la reparacion del
DNA, reemplazar metales esenciales, unién directa a proteinas35, alterando asi mudltiples
aspectos de las funciones celulares, como son: proliferacién, apoptosis, diferenciacion y

transformacion celular entre otros 3",

La exposicion a la mezcla de As-Cd-Pb a bajas dosis de forma crénica es de interés para
la salud publica®. Trabajos recientes de diferentes grupos de investigacion indican que la
exposicion a la mezcla de metales altera diversos biomarcadores asociados al estrés oxidativo
(Tablas 2 y 3), el cual juega un papel importante en la generacion de efectos adversos a la
salud %,

Por su parte la ATSDR publicé un perfil de interacciones para As, Cd, Cr y Pb, donde
menciona que el efecto de la mezcla trinaria (As, Cd y Pb) es igual al efecto de las mezclas

binarias (Tabla 4)*.
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Tabla No. 2. Estudios de interacciones entre As, Cd y Pb en sistemas experimentales.

Referencia Tipo de Elementos Biomarcador
experimento
Mahaffey and Fowler, 1977 In vivo Pb, Cd, As ALA, porfirinas urinarias
Fowler and Mabhaffery, In vivo Pb, Cd, As ALA, porfirinas urinarias
1978
Mabhaffery et al., 1981 In vivo Pb, Cd, As ALA, porfirinas urinarias
Liu et al., 2000 In vivo Cd, As Proteinuria
Fowler et al., 2004 In vivo Pb, Cd, As® ZPP, ALAD
Wang et al., 2003 In vivo Pb, Cd, As® HSPs, MT, ZPP
Yafez et al., 1991 In vivo Cd, As Peroxidacién de lipidos
GSH, Mt
Mistry et al., 1985 In vitro Pb Unién a cromatina, PbBPs
Mistry et al., 1986 In vitro Pb, Cd, Ca, Fe, PbBPs,
Zn
Goering and Fowler, 1984 In vitro Pb ALAD
Goering and Fowler, 1985 In vitro Pb ALAD
Goering et al, 1986 In vitro Pb ALAD
Goering and Fowler, 19872 In vitro Pb, Zn ALAD, MtT
Goering and Fowler, 1987b In vitro Pb, Cd, Zn ALAD, MT
Madden et al., 2002 In vitro Cd, As HSPs, MT

#niveles de dosis LOEL (menor nivel de efecto observado). Modificado de Wang, 2008.
ALA acido d-aminolevulinico, ALAD é&cido d-aminolevulinico deshidratasa, HSPs proteinas de choque térmico, MT metalotioneina,
PbBPs proteinas de unién a Pb, ZPP protoporfirina de zinc.

ANTECEDENTES

En un estudio previo de nuestro grupo, donde se utiliz6 un modelo de transformacién celular
murino, se encontré que la mezcla As-Cd-Pb disminuye la viabilidad celular, aumenta el
potencial transformante y la respuesta antioxidante. Pero al co-tratarla con un potente
antioxidante (N-acetil cisteina, NAC) el potencial transformante se reducia, sugiriendo la
participacion del estrés oxidativo en este proceso®. Posteriormente, se investigo la relacion

entre la viabilidad celular y la capacidad transformante de la mezcla de metales en el mismo
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modelo. En dicho estudio, se observé que durante la etapa de promocién habia una seleccion

clonal, en donde soélo aquellas células con capacidad transformante lograban evadir la

senescencia celular mediada por los niveles intracelulares de EROs, todo esto de forma

independiente al dafio al DNA*.

Tabla No. 3. Estudios en humanos de exposiciones a mezclas de As, Cd y Pb.

Referencia Sitio de Elemento  Biomarcador/Punto final
exposicion
deBurbure et al., 2003 Ambiental Pb, Cd, Hg Proteinuria
deBurbure et al., 2006 Ambiental Cd, Pb, Hg, Prolactina en suero, &cido
As homovanilico

Garcon et al., 2007 Ocupacional Pb, Cd ta Glutation transferasa en
orina, ZPP, malondialdehido

Garcon et al., 2004 Ocupacional Pb, Cd ta Glutatién transferasa en
orina

Hengstler et al., 2003 Ocupacional Cd, Pb, Co Rompimientos de DNA, 8-OH
DG

Hong et al., 2004 Ambiental Cd, As Proteinuria

Nordbeng et al., 2005 Ambiental Cd, As Proteinuria, MT

Palus et al., 2003 Ocupacional Pb, Cd tmicronucleos, rompimientos
de DNA

Roels et al., 1999 Ocupacional Pb, Cd, Hg Proteinuria

Wasowicz et al., 2001 Ocupacional Pb, Cd Decremento en GPX,

Incremento en TBARS

Modificado de Wang, 2008. GPx Glutation peroxidasa, MT metalotioneina, TBARS sustancias reactivas al acido tiobarbitarico, ZPP
protoporfirina de zinc, 8-OH DG 8-hidroxideoxiguanosina.
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Tabla No. 4. Efectos créonicos de mezclas binarias de metales.

Resultados
Mayor que | Aditiva/no efecto | Menor que L .
Mezcla Efectoﬁgglpunto la aditiva |2 aditiva Conclusion Referencia
Exposicion oral (mg/Kg/dia)
Hematol6gico 18+ 6.3 () < Aditivo Fairhall and
(hemosiderosis Miller 1941
esplénica que indica
la destruccién de
glébulos rojos)

Influencia de Plomo en la Renal (cilindros 18+6.3 (r) < Aditivo Fairhall and
toxicidad/carcinogenicidad hialinos en tdbulos) Miller 1941
del arsénico por exposicion 22+7.8 (1) Indeterminado: | Kroes et al.

simultanea no hay efecto de | 1974

As o0 de As+Pb a
Cancer la misma dosis
de As como en
la mezcla; no

hay grupo de Pb

solo
Influencia de plomo en Niveles de arsénico 18+6.3 () < Aditivo Fairhall and
concentraciones en tejido en rifién Miller 1941
del arsénico por exposicion Niveles de As en 18+6.3 (1) Aditivo Fairhall and
simultanea higado, hueso Miller 1941
Hematopoyético 6.3+18 (r) < Aditivo Fairhall and
(mielosis esplénica) Miller 1941
Renal (células de 6.3+18 (r) < Aditivo Fairhall and
los tabulos Miller 1941
contorneados
Influencia de arsénico en la mflama_dasl,, CUerpos
toxicidad/carcinogenicidad . de inclusion
del plomo por exposicion intranucleares) -
simultanea 7.8+22(r) Indeterminado: Kroes et al.
no hay efecto de | 1974
As o0 de As+Pb a
Céncer la misma dosis
de As como en
la mezcla; no
hay grupo de Pb
solo

Influencia de arsénico en Niveles de Pb en 6.2+18 (r) < Aditivo Fairhall and
concentraciones en tejido hueso, rifidén Miller 1941

del plomo por exposicion Niveles hepaticos de 6.3+18 (r) Aditivo Fairhall and

simultdnea Pb Miller 1941
Mortalidad Biomarcadores ¢SAditivo? Voors et al.
cardiovascular de exposicién: 1982
relativa Pb aértico, Cd
hepético (ha)

Influencia de plomo en la Cardiovascular 0.67+0.67 (r) Aditivo Koop et al.
toxicidad/carcinogenicidad (incremento en la 1980a
del cadmio por exposicion presién sanguinea 0.67+0.67 < Aditivo 1980b

simultdnea sistdlica) " Perry and
Erlanger
1978
Cardiovascular 0.67+0.67 (r) SAditivo? Perry et al
(incremento en la Presién 1983

presion sanguinea
sistolica)

sanguinea igual
para 0.4 de Cd
solo; no hay
grupo de Pb
solo

Influencia de plomo en
concentraciones en tejido
del cadmio por exposicion

simultdnea

Niveles de Cd en
cerebro

0.62+0.62 ()

Aditivo

Lockett and
Leary 1986
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Mortalidad Biomarcadores ¢Aditivo? Voors et al.
cardiovascular de exposicion: 1982
relativa Pb aértico, Cd
Influencia de cadmio en la hepético (ha)
toxicidad/carcinogenicidad Cardiovascular 0.67+0.67 (r) Aditivo Koop et al.
del plomo por exposicién (incremento en la 1980a
simultanea presion sanguinea 0.67+0.67 < Aditivo 1980b
sistdlica) () Perry and
Erlanger
1978
Neurolégico 0.62+0.62 > Aditivo Lockett and
(actividad) () Leary 1986
Exposicion por inhalacion (PbB pg/dL; CdU pg/g creatinina)
Influencia de plomo en la 43.5+6.57 a Roels et al.
toxicidad/carcinogenicidad Renal (proteinuria) (ha)b 1978
del cadmio por exposicién 38.7+7.08 (ha)
simultanea Buchet et
al. 1981
Influencia de cadmio en la Hematologico 6.57+43.5 (ha) Aditivo Roels et al.
toxicidad/carcinogenicidad (hematocrito 7.08+38.7 (ha) 1978
del plomo por exposicion hemoglobina, Buchet et
simultanea Eritrocito libe de al. 1981
porfirina, ALA
urinaria)

La primera dosis enlistada es para el quimico influenciando en la toxicidad/carcinogenicidad del otro quimico. Donde r — rata; ha —
humano adulto.

Sin embargo, a pesar de los estudios relacionados con la disminucién de algun integrante
de la barrera antioxidante, poco se sabe respecto a lo que ocurre cuando mas de un elemento
de la barrera es reducido de manera simultanea. En el trabajo realizado por Sanchez-Valle, et
al., 2013, se utilizé6 como modelo experimental la linea celular hepatica embrionaria (WRL-68)
tratada con la mezcla de As-Cd-Pb y con inhibidores farmacoldgicos para la sintesis del GSH
(L-butionina-S,R-Sulfoximina, BSO) y de catalasa (3-Aminotriazol, AZT), observando que se
inducia la transformacién celular después de un tratamiento crénico demostrando el papel

fundamental que juega el balance entre el estrés oxidativo y la barrera antioxidante®.

Si bien en ese estudio se observaron cambios, la inhibicion farmacolégica por el uso de
BSO y ATZ no es especifica, ya que se han reportado que estos compuestos presentan otros
efectos como la activacion de transportadores de Cd y Pb, aumentando la absorcién de dichos
metales, pudiendo ser una variable confundente al mecanismo inducido por la mezcla de
metales. Por lo anterior, este proyecto de investigacion se enfocé en analizar el papel de la
inhibicion a nivel transcripcional de la barrera antioxidante en la transformacion celular inducida

por la mezcla de metales en un modelo hepatico de rata.
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HIPOTESIS

La disminucién de la barrera antioxidante a través de la inhibicién transcripcional de la Gclc y

catalasa favorecerd la transformacion de células hepaticas tratadas con la mezcla de metales

de As, Cdy Pb.

OBJETIVOS

Obijetivo General

Caracterizar los procesos involucrados en la transformacion de células hepaticas cuando se

inhibe transcripcionalmente la barrera antioxidante.

Obijetivos Particulares

e Bloquear la expresién de Gclc y catalasa en la linea celular CLONA 9 mediante el
empleo de shRNA.

e Determinar la disminuciéon de la barrera antioxidante.

e Evaluar la migracién celular, mediante el ensayo de herida.

e Determinar cambios en la expresion de los genes cdhl y acta2, relacionados a la

transicion epitelio mesénquima.

e Evaluar los cambios en la expresion de la gama-glutamiltranspeptidasa.

e Valorar la capacidad de transformacion de células hepaticas con abatimiento de la

barrera antioxidante.
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MATERIAL Y METODOS

Células y Cultivo celular

Se utilizé la linea celular Clona 9 (C9, ATCC® CRL-1439), derivada de células epiteliales de
higado de rata. Se sembraron 2x10° células, se dejaron crecer y se mantuvieron en medio F-
12K suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL

de estreptomicina. Se incubaron a 37°C y 5% de CO, por 36 dias.

Bloqueo de la expresion de Gclc y CAT

Se realizé la represién de la expresion de catalasa y Gcl por medio de un shRNA (RNA de
horquilla pequefia). Las secuencias de los shRNAs se disefiaron con base en la secuencia del
RNAmM de los respectivos genes (Figuras 6 y 7), particularmente en el caso de Gcl la secuencia
fue dirigida hacia la subunidad catalitica de esta enzima (Gclc). Las secuencias fueron
sintetizadas en IDT® (Coralville, 1A, EUA). En la figura 8 se observa la secuencia de los
oligonucleétidos sentido y antisentido que se utilizaron para cada gen. Los oligos se empalman
tras un ciclo de 95°C por 30 s, 72°C por 2 min, 37°C por 2 min y 25° por 2 min. Por su parte el
plasmido pLVx-shRNAL (Figura 9) se digiri6 con las enzimas de restriccion EcoR1 y BamHI y se
realizd por separado la ligacion de cada shRNA con el plasmido digerido usando una T4 DNA
ligasa (NEB). Posteriormente, se transformaron las células de E.coli (GCL-5a) por medio de
choque térmico con cada una de las ligaciones. Las células transformadas se seleccionaron con
ampicilina (100 pg/ml) en medio solido LB (Luria-Bertani), las células positivas se expandieron y
se purificé el plasmido, tras lo cual se corroboro la insercién del sh con una digestion enzimatica
con Mlul (NEB). Una vez corroborada la insercién, se utilizé el plasmido para transfectar las
células C9 utilizando una mezcla 3:1 de FUGENE 6 transfection Reagent:DNA (Promega), las
cuales se seleccionaron posteriormente con puromicina (2 pg/ml). Se cosecharon las células y

se expandieron.

Al final de la transfeccion se obtuvieron 4 diferentes tipos celulares: 1) vector, aquellas que
contienen el plasmido original, 2) shCAT, células con el silenciamiento de la expresion de
catalasa, 3) shGSH, las que tienen el silenciamiento en la expresion de Gclc y 4) shC/shG,

aquellas que fueron tratadas con ambos plasmidos clonados.
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Rattus norvegicus catalase (Cat), mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_012520.2
LOCUS NM_012520 2564 bp mRNA linear
REFERENCE 4 (bases 1 to 2564)
Functions as a hydrogen peroxide:hydrogen peroxide reductase
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Figura 6. RNAm para catalasa. La linea vertical atraviesa la zona en donde se encuentra la secuencia blanco.
La secuencia AGG TCA CCC ACG ATA TTA para el shRNA1 CAT se encuentra a partir de la base 389 a 406.
Rattus norvegicus glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit (Gclc), mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_012815.2
LOCUS NM_012815 3079 bp mRNA linear
REFERENCE 1 (bases 1to 3079)
Catalyzes the first step in the synthesis of glutathione
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Figura 7. RNAm para la subunidad catalitica de la GcL. La linea vertical atraviesa la zona en donde se encuentra la secuencia
blanco. La secuencia TGT GAA TGT CCA GAG TTA para el shRNA GSH1 se encuentra a partir de la base 1900 a 1917.

Exposicién a la mezcla de As, Cdy Pb

Tanto para las células transfectadas con el sShRNA como para las no transfectadas se tuvo un

grupo en condiciones control, que fue cultivado como ya se describid, con un cambio de medio
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cada 72 h y un grupo tratado con mezcla de metales (NaAsO, 2 puM, CdCl, 2 uM vy
Pb(C,H30,),-3H,O 5 uM) cada 72 h a una concentracion que es equivalente a la exposicion
ocupacional. Se hicieron subcultivos cada 6 dias (144 h).

shRNA1 CAT

Secuencia blanco sentido Secuencia blanco anti sentido

I

[ |
5’-GAT CCG AGG TCA CCC ACG ATATTATTC AAG AGA’TAA TAT CGT GGG TGA CCT é AC GCG TG-3’
3’-GC TCC AGT GGG TGC TAT AAT AAG TTC TCT ATT ATA GCACCCACTGGAG TG CGC A -5’
shRNA1 GSH
Secuencia blanco sentido Secuencia blanco anti sentido
| \ [ |
5'-GAT CCG TGT GAA TGT CCA GAG TTATTC AAG AGA TAACTC TGG ACATTC ACA C AC GCGTG-3'
3’-GC ACACTT ACA GGT CTC AAT AAG TTC TCT ATT GAG ACC TGT AAGTGT G TG CGC A -5’
Sitio de corte de EcoR1 Sitio de corte de BamHI Hairpin loop

Sitio de corte de MLU1

Figura 8. Secuencia de los oligos para el silenciamiento. Muestra la estructura y los elementos de los oligos a emplear tanto para
catalasa en la parte de arriba, como para Gclc en la parte de abajo.

Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utilizé un contador de células automatizado Moxi™ Z,
ORFLO, empleando 75 pL de una diluciéon 1:10 de las células cosechadas. El equipo genera un
valor MVI (Moxi Viability Index), el cual es generado por un algoritmo matematico que considera
el tamafio y la distribucion de las células con respecto al total de particulas contadas. De esta
manera el contador automatizado clasifica las poblaciones en: particulas de desecho, células

necréticas y células vivas®.
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pLVX-shRNA1

7758 bp

BamHI
— =

2431 AAGG SGACAA GCTTCG

TTCCTGCTCC TAGGCCTGTT CGAAGCTTAA GATGGCCCAT

Figura 9. Mapa del vector pLVX-shRNAL.

Deteccién de especies reactivas de oxigeno

Se utiliz6 el método de oxidacion de 123-dihidrorodamina a 123-rodamina por especies
reactivas de oxigeno*. De las muestras cosechadas, 1 x 10° células fueron centrifugadas a
100 g por 5 min. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y se adicionaron 180 uL de Buffer A
(NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgSO,4 0.8 mM, CaCl, 1.8 mM, glucosa 5 mM, HEPES 15 mM) y 20
ML de 123-dihidrorodamina (1 mM). Las muestras se leyeron a 505 nm. Los resultados se
interpolaron en una curva estandar de 0-10 uM de 123-rodamina en Buffer A. Esta metodologia
es sensible a la deteccion del anién peroxinitrito y el peréxido de hidrégeno entre otras

especies”’.

Determinacion de la actividad de catalasa

La actividad de la catalasa se midi6 de acuerdo al protocolo descrito por Aebi*®. Se utilizaron
1x10° células, que fueron sonicadas por 10 ciclos de 10 s a una amplitud de 20 MHz.
Posteriormente se centrifugaron a 9,600 g por 5 min a 4°C. El sobrenadante se utiliz6 para
determinar la actividad de la catalasa y la concentracion de la proteina. La actividad de la
catalasa se determind siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 240 nm a temperatura
ambiente, ajustando a cero con amortiguador de fosfatos 50 mM. Se adicionaron 500 pL de
H,O, 20 mM a 100 pL del sobrenadante y 400 yuL de amortiguador de fosfatos, midiendo la

absorbancia a 15 y 30 segundos.
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Cuantificacién de glutation reducido

Se empleé un método fluorométrico para la determinacién de glutation usando o-ftalaldehido
(OPT) como reactivo fluorescente®. De las células cosechadas se tomaron 100 pL, se les
agregaron 100 pL de la solucién de precipitacion de acido meta fosférico y se centrifugaron a
1000 g por 10 min. Al sobrenadante se le adicion6é 1 mL de buffer para GSH (0.1 mol NaH,PO,
y 0.005 mol EDTA) y 100 pL de OPT, se incubd por 15 min protegido de la luz y las muestras se
leyeron a 420 nm. Los resultados se interpolaron en una curva estdndar de 5 uM a 1 mM de
GSH en agua.

Ensayo de herida

Se emple6 un cultivo a un 85 - 90% de confluencia, el cual se dejé la noche previa a realizar el
ensayo en un medio con restriccion de suero (SFB 2%). Después de dejarlo incubar toda la
noche se procedi6 a realizar una herida a la mitad de la caja, se retir6 el medio y se lavé con
PBS para eliminar todas las células que hubieran quedado en la herida. Se colocé medio nuevo
con restriccion de suero. En el caso de las células tratadas con la mezcla de metales, éstos se
adicionaron y se dejaron por un periodo de 4 h. Posteriormente se volvi6 a cambiar el medio
(SFB 2%). Finalmente se procedié a tomar fotografias a distintos tiempos para ver el cierre de la
herida. Modificado de Liang, 2007°.

Obtencion del RNA total

La extraccion del RNA total se realiz6 a partir de 1 x 10° células que se centrifugaron,
eliminando todo el medio y mezclando con 1 ml de Trizol. Se incubaron por 5 min a temperatura
ambiente, adicionando 200 ul de cloroformo dejando incubar por 10 min a temperatura
ambiente. Las muestras se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 13,800 g por 15 min a
4°C. La fase acuosa se pasO a un tubo nuevo y se le adicionaron 500 pl de isopropanol
mezclando por inversion. Las muestras se incubaron por 10 min a temperatura ambiente y
centrifugando a 13,800 g por 10 min, 4 °C. La pastilla obtenida se lavé con 1 ml de 75%
etanol/agua libre de RNasas, centrifugando por 5 min a 17,000 g. Se eliminé todo el lavado y se
dejo secar la pastilla por aproximadamente 10 min, resuspendiendo posteriormente en 40 ul de
agua libre de RNasas. La concentracion de RNA fue cuantificada en un NanoDrop ® ND-1000
Spectrophotometer y se guardaron a -20°C. La calidad del RNA fue analizada con la relacion de
absorbancia 260/280 = 2.0 + 0.15. Las muestras con una pureza menor a la mencionada fueron

descartadas.
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RT-PCR

Las reacciones de RT-PCR se realizaron a partir de 200 ng de RNA total, 5 pl de buffer de
reaccion AMV/T fl 5X, 1 ul de MgCl,, 1 pl dNTP’s, 1 ul de 10 mM oligonucleétido sentido y 1 pl
de 10 mM oligonucleétido antisentido, 0.5 pl de enzima reverso transcriptasa (RT), 0.5 ul de

DNA polimerasa, en una reaccion final de 25 pl. En la Tabla 5 se muestras las secuencias de

los oligos utilizadas para la amplificacion. Los productos fueron visualizados en un gel de 1.5%

de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Las bandas se analizaron por densitometria utilizando

el programa KODAK 1D (Scientific Imaging Systems).

Tabla No.5. Secuencia de los oligos.

Gen Oligo Secuencia Tm No. Tamafio del
Ciclos  producto (pb)

Sentido GGACAGGACTGAAAGACTTG

HPRT1 60 30 387
Antisentido GTATCCAACACTTCGAGAGG
Sentido AGACCAACGAGGGCATTCTG

cdhl 60 30 352
Antisentido TCAGCCCGAGTGGAAATGAC
Sentido TGCTAACAACGTCCTCTCGG

acta? 60 30 352
Antisentido GAAAAGAACTGAAGGCGCTGA
Sentido GTGGCAGTTCCTGGTGAAAT

gotl 60 30 249
Antisentido  GGCCAACTTCGGCATAGTTA

Muestra la secuencia de los oligos, asi como su temperatura de alineamiento y tamafio esperado del producto amplificado en la RT-
PCR. HPRT1: Hipoxantina fosforribosil transferasa, cdhl: E-cadherina, acta2: Alfa-SMA, ggtl: Glutamiltranspeptidasa.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para cdhl, acta2 y ggtl fueron disefiadas de
acuerdo con la secuencia reportada en Genebank NM_012520.2, NM_012815.2, NM_031334.1,
NM_031004.2 y NM_053840.2 respectivamente.
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RESULTADOS

La barrera antioxidante juega un papel de gran importancia al contrarrestar el dafio
causado por el estrés oxidante, el cual puede favorecer la transformacion celular. Varios son los
modelos biolégicos que se han empleado para poder estudiar la participacion del estrés
oxidante en la transformacion celular, dentro de los cuales se encuentra el uso de lineas

celulares.

En este trabajo utilizamos una linea celular no transformada (C9), que al ser tratada con la
mezcla de As-Cd-Pb de forma crénica no presentdé cambios en los pardmetros evaluados, por lo
gue asumimos que bajo estas condiciones las células son capaces de contener el dafio
causado por estrés oxidativo. En vista de eso, se procedid a abatir la barrera antioxidante de
estas células, para lo cual se realizd el silenciamiento de dos genes de enzimas importantes
para la barrera antioxidante, utilizando shRNA. Los genes silenciados fueron la catalasa, que es
una enzima antioxidante y la Gclc que forma parte de la primera enzima que participa en la

sintesis de novo del glutation.

Inhibicidn transcripcional

Los sh apareados se ligaron en el plasmido digerido con las enzimas de restriccion. Las
bacterias se transformaron con el plasmido clonado, se seleccionaron con ampicilina y se
expandieron para extraer el plasmido. Se purific6 el plasmido y se verifico la incorporacion del
shRNA por digestién con la enzima Mlul la cual genera dos fragmentos de: 6589 y 1216 pb,
Unicamente si el sShRNA esta presente. En la figura 10 se muestran los fragmentos obtenidos

tras la digestion con Miul.

Posteriormente se realizé la transfeccién de las células C9, obteniendo cuatro diferentes
tipos celulares: 1) vector, 2) shCAT, 3) shGSH y 4) shC/shG. En la figura 11 se muestran las
cuatro nuevas clonas obtenidas, donde se puede apreciar que su morfologia es la misma que la

de las células C9.
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pLVX-shRNA GSH pLVX-shRNA CAT

Figura 10. Digestion con Mlul de los plasmidos clonados. Muestra un gel de agarosa al 0.8 % en donde se observan las muestras
tratadas con Mlul, con sus respectivos controles. Donde 1 se refiere al control y 2 a la muestra tratada con la enzima.

Figura 11. Morfologia de las células C9 y las cuatro clonas obtenidas a 10x. A. Células C9. B. Células Vector. C. Células shCAT. D.
Células shGSH y E. Células shC/shG.

25



Barrera antioxidante abatida

Como parte de nuestro principal objetivo, se procedié a caracterizar a las células con la
barrera antioxidante abatida (shC/shG). Se evalud la actividad de catalasa, por el método
descrito por Abei*, observando que la actividad de catalasa en las células shC/shG (Figura 12
A 'y B) bajo condiciones control (A) y con el tratamiento con metales (B), se encuentra siempre
disminuida con respecto a las células vector. Por otro lado, la determinacion de la inhibicion de
Gclc se realiz6 de forma indirecta, mediante la cuantificacién del GSH. En la figura 12 Cy D se
observa que durante aproximadamente 18 dias la concentracion de GSH en las células
shC/shG, fue menor respecto a las células vector en ambas condiciones, sin embargo, el
aumento que presentan las células tratadas con la mezcla de metales a los 24 y 30 dias es

mucho mayor.
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Figura 12. Inhibiciéon de catalasa y Gclc. A y B muestran la inhibicion normalizada en la actividad de catalasa de las células
shC/shG con respecto a las células vector, sin y con tratamiento de metales respectivamente; mientras que C y D muestran la
inhibiciébn normalizada en la sintesis de GSH en las células shC/shG con respecto a las células vector, sin y con tratamiento de
metales respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.
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Posteriormente se procedié a evaluar la viabilidad, asi como el tiempo de generacion
(TPG). En la figura 13 A, se observa que bajo condiciones control la viabilidad para las células
con la barrera abatida fue muy similar y constante, ademéas de encontrarse por arriba del 85%,
lo que indica que la insercion de los sh no afecta la viabilidad de las células. Adicionalmente el
TPG fue ligeramente mayor con respecto a las células vector (Figura 13 C). Al dar el tratamiento
con la mezcla de metales (Figura 13 B y D) observamos que los cambios mas drasticos se
observan al dia 6, en el cual la viabilidad decae hasta el 50% mientras que el tiempo de

replicacion aumenta casi al doble de tiempo, valor que va disminuyendo a lo largo del tiempo.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad celular y tiempo de generacién de las células con la barrera antioxidante abatida. A y B
muestran el porcentaje de viabilidad a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales respectivamente. C y D muestran el
tiempo que tardan en dividirse una vez las células obtenidas, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales
respectivamente.
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Respecto a la produccion de EROs (Figura 14 A y B), se observd que los valores
obtenidos en general fueron bajos en condiciones control (A), pero al tratarlas con la mezcla de
metales (B) observamos aumento de EROs durante la mayor parte del tiempo, siendo el dia 12
cuando se presenta la mayor produccién de especies reactivas de oxigeno.
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Figura 14. Generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en células shC/shG. Muestra los valores obtenidos de EROs
normalizados cuantificados por la oxidacion de la 123-dihidrorodamina en las células shC/shG con respecto a las células vector.
Donde A son las células en condiciones control y B las células con la mezcla de metales. * p < 0.05, *** p < 0.001.

La figura 15 muestra la morfologia de las células vector y las células con la barrera
antioxidante abatida con y sin tratamiento de metales a lo largo del tiempo (6, 18 y 36 dias). Se
observa que bajo condiciones control en las células shC/shG a los 36 dias en los cultivos
encontramos la presencia de algunas células cuya morfologia es alargada. En contraste,
cuando estas mismas células son tratadas con la mezcla de metales observamos desde el dia
18 la presencia de células cuya morfologia es alargada y en mayor proporcién respecto a la

condicién control.

Posteriormente se realizé el ensayo de herida (Figura 16) en el cual observamos que con
el tratamiento de metales las células shC/shG empiezan a migrar a las 24 h, tiempo en el cual
también se observa la presencia de células con morfologia alargada similar a la que
encontramos con el tratamiento crénico con la mezcla de metales a los 18 dias. A las 48 h la
herida se ha cerrado practicamente. Esto contrasta con las células en condiciones control, ya
que a las 48 h bajo las condiciones control ain podemos observar la zona donde se llevo a

cabo la herida.
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Figura 15. Morfologia de las células vector y shC/shG. Muestra la morfologia de ambas células transfectadas a lo largo del tiempo
sin y con la mezcla metales a 10x. Las flechas sefialan la presencia de células alargadas.
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Figura 16. Ensayo de herida de las células shC/shG. Muestra las células observadas por microscopia de luz a 4X, mientras que la grafica muestra
el porcentaje del cierre de la herida. * p < 0.05, *** p < 0.001.

De forma adicional al ensayo de herida, se determinaron a lo largo del tiempo los niveles
de expresion del RNAm de cdhl, acta2 y ggt. Cabe recordar que este ultimo es utilizado como
marcador de transformacion hepatica®, mientras que cdhl y acta2 participan en la TEM. En la
figura 17 A y B, podemos observar que la expresion de cdhl durante todo el tiempo en las
células shC/shG es baja de manera general en ambas condiciones. Por su parte la expresion
de acta2 si presenta cambios (Figura 17 C y D). Bajo condiciones control (C) hay bajos niveles,
pero con el tratamiento con metales (D) incrementa su expresion a partir de los 12 dias. Por su
parte, la expresion de ggt fue baja en la condicion control (Figura 18 A), mientras que el
tratamiento con metales provoc6 un aumento a los 12 dias (Figura 18 B) por lo que convendria
evaluar y determinar si los niveles de la proteina correlacionan con los niveles de expresion

génica.
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Expresion de cdh1 vs vector
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Expresion del RNAm de cdhl y acta2 de las células con la barrera abatida. Donde A y B muestran los valores

normalizados obtenidos para cdhl de las células shC/shG con respecto a las células vector, a lo largo del tiempo sin y con
tratamiento de metales respectivamente. Mientras que C y D muestran los valores normalizados de acta2 en las células shC/shG
con respecto a las células vector, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Figura 18. Expresion del RNAm de ggt de las células con la barrera abatida. Muestra los niveles de expresion de ggt normalizados de las células
shC/shG con respecto a las células vector. Donde A son las células en condiciones control y B las células con la mezcla de metales. * p
< 0.05.
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Inhibicién de enzimas antioxidantes

Adicionalmente a las células shC/shG se obtuvieron células donde sélo una de las
enzimas (catalasa o Gclc) era inhibida, a dichas células se les evaluaron los mismos
parametros que a las células con la barrera antioxidante abatida. Al cuantificar la inhibicion en la
actividad de catalasa y en la sintesis de GSH, observamos que durante la mayor parte del
tiempo segun el sh correspondiente, se encuentran disminuidas dichas funciones bajo
condiciones control (Figura 19 A y C). Por otro lado, al darles el tratamiento con la mezcla de
metales (Figura 19 B y D) observamos que a los 18 dias hay una recuperacion en la actividad
de catalasa (B) en las células shCAT, pero volvié a disminuir posteriormente; por su parte, la
concentracion de GSH (D) aumenta casi al doble a los 30 dias para ambas clonas.
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Figura 19. Inhibicién de catalasa y Gclc de las células shCAT y shGSH. A y B muestran la inhibicién normalizada de la actividad de
catalasa de las células transfectadas con respecto a las células vector, sin y con tratamiento de metales respectivamente; mientras
que C y D muestran la inhibicion normalizada en la sintesis de GSH en las células transfectadas con respecto a las células vector,
sin y con tratamiento de metales respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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En lo que respecta a viabilidad y al valor de TPG observamos que los valores fueron muy
similares con respecto a las células vector en condiciones control (Figura 20 A y C); pero
cuando fueron tratadas con la mezcla de metales, la viabilidad de las células shGSH disminuy6
Unicamente a los 6 y 24 dias (Figura 20 B) al igual que lo hicieron las células shC/shG. En lo
gue respecta a los valores de TPG, este aument6 en las tres condiciones donde los valores
para las shGSH son mayores que los del vector (Figura 20 D).
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Figura 20. Porcentaje de viabilidad y tiempo de generacion de las células con inhibicion de enzimas antioxidantes. A y B muestran
los datos de viabilidad expresados en porcentaje, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales respectivamente. C 'y D
muestran el tiempo de generacién de las clonas obtenidas, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales respectivamente.

Al cuantificar la generacion de EROs (Figura 21 A y B), encontramos que bajo
condiciones control (A) no hubo un aumento de éstas; sin embargo, a los 36 dias hay un
incremento en las células shCAT. Por su parte, cuando dimos el tratamiento con metales (B),
Unicamente se observa un incremento en las células shGSH a los 12 dias.
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Figura 21. Generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs). Muestra los valores normalizados obtenidos de EROs
cuantificadas por la oxidacion de la 123-dihidrorodamina en las células transfectadas shCAT y shGSH respecto a las células vector.
Donde A son las células sin tratamiento y B las células con la mezcla de metales. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Por su parte, la morfologia de las células shCAT y shGSH (Figura 22) en condiciones
control no presenta cambios a lo largo del tiempo, pero cuando se administra la mezcla de
metales observamos que a los 18 dias los cultivos de shGSH ya presentaban algunas células
con una morfologia alargada, mientras que a los 36 dias en ambas clonas encontramos la

presencia de células alargadas que asemejan la morfologia de células mesenquimales.

En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos para el ensayo de herida, en donde
podemos apreciar que las células tratadas con la mezcla de metales migran a las 48 h. Cabe
resaltar que las células shGSH tienen la capacidad de migrar mas rapido dado que hubo una

diferencia significativa con respecto a las células shCAT.
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Figura 22. Morfologia de las células shCAT y shGSH. Muestra la morfologia de ambas clonas a lo largo del tiempo sin y con la
mezcla metales a 10x. Las flechas sefialan la presencia de células alargadas.
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Figura 23. Ensayo de herida para las células shCAT y shGSH. Muestra las células observadas por microscopia de luz a 4X,
mientras que en la parte de abajo muestra los resultados de la evaluacién del cierre de la herida. *** p < 0.01.

Adicionalmente, evaluamos la expresién de marcadores de TEM (cdhl y acta2). En lo que
respecta a cdhl (Figura 24 A) vimos que bajo condiciones control, las células shCAT durante
todo el tiempo presentaron los niveles méas altos; por el contrario, las células shGSH
presentaron una baja expresion al principio, pero conforme pasa el tiempo ésta va aumentando.
Mientras que en condiciones control la expresion de acta2 (Figura 24 C) fue baja, a excepcion
de las ultimas semanas donde hay un aumento para las células shGSH. Una vez que dimos el
tratamiento con la mezcla de metales (Figura 24 B y D), observamos que las células shCAT se
comportan como esperabamos, disminuyendo sus niveles de cdhl y aumentando los de acta2,
pero no asi para las shGSH que presentaron Unicamente la disminucién en los niveles de cdhl.
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Figura 24. Expresién del RNAm de cdhl y acta2 de las transfectadas sencillas. Donde A y B muestran los valores normalizados
obtenidos para cdhl de las células shCAT y shGSH con respecto a las células vector, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de
metales respectivamente. Mientras que C y D muestran los valores normalizados de acta2 de las células shCAT y shGSH con
respecto a las células vector, a lo largo del tiempo sin y con tratamiento de metales respectivamente. * p < 0.05, ** p < 0.01.

Finalmente, en lo que respecta a los niveles de expresion ggt para las células shCAT y
shGSH los resultados se muestran en la figura 25. Observamos que bajo condiciones control
(A), los niveles para las células shCAT estuvieron bajos durante todo el tiempo, pero las shGSH
presentaron principalmente un incremento a los 30 dias. Por otro lado, al dar tratamiento con la
mezcla de metales (B) observamos que la expresién en las células shGSH fue baja durante
todo el tratamiento y no asi para las shCAT, las cuales al igual que las células con la barrera

abatida presentan un aumento a los 12 dias.
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Figura 25. Expresion del RNAm de ggt de las células shCAT y shGSH. Se muestran los valores normalizados para ggt de las
células shCAT y shGSH con respecto a las células vector. Donde A son condiciones control y B con la mezcla de metales. * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

38



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

De forma general nos encontramos expuestos a una gran variedad de agentes que
pueden afectar nuestra salud, algunos de los cuales pueden generar cambios que conlleven a
la transformacioén celular. Por fortuna la célula posee diferentes mecanismos para contrarrestar
el dafio causado por dichos agentes, como la barrera antioxidante. Muchos datos en la literatura
sugieren que el balance entre la generacion de especies reactivas y la defensa antioxidante
juega un papel fundamental en el destino que tienen las células ante una exposicion a

3514 Los metales son xenobidticos considerados como contaminantes con una

xenobidticos
gran capacidad para producir alteraciones en la homeostasis celular principalmente por la
generacion de especies reactivas®*. Sin embargo, solo en los dltimos afios se han empezado a
estudiar los efectos que presentan las mezclas de estos compuestos a bajas dosis y de forma

cronica®.

Experimentos en nuestro laboratorio han demostrado que las células WRL-68, derivadas
de células embrionarias de higado humano, al ser tratadas con la mezcla de metales As, Cd y
Pb presentan transformacién morfologica, so6lo si dos de los componentes principales de la

barrera antioxidante, como el GSH y la catalasa, se inhiben de manera simultanea*.

Sin embargo, en dicho estudio la barrera antioxidante se inhibié farmacoldégicamente. Esta
estrategia tiene como desventaja que la inhibicién no es especifica y puede tener interacciones
con otros sistemas. Resulta importante generar un modelo que nos permita estudiar de manera
mas clara la participacion que tiene la barrera antioxidante durante el proceso de
transformacion celular. Con eso en mente, se decidid crear un modelo que nos permitiera
obtener células estables que tuvieran disminuida la sintesis de moléculas que formaran parte
importante de la barrera antioxidante, empleando una horquilla pequefia de RNA (shRNA) que

favorece la degradacion del RNAm de interés.

Por lo anterior se decidio utilizar la linea celular C9, derivada de células de higado de rata.
Se sabe que estas células bajo condiciones normales de cultivo de hasta seis meses no
generan tumores®’. Por tal motivo, las sometimos a un reto oxidante mediante la exposicion a la
mezcla de metales de As-Cd-Pb, ya que como se mencioné anteriormente, se ha evaluado
previamente en nuestro laboratorio®**. Las células C9 tras ser expuestas por mas de un mes a
esta mezcla de metales no presentaron cambios en los parametros estudiados, lo que sugiere
que el reto con la mezcla de metales no es suficiente para favorecer su transformacion (datos

no mostrados).
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Una vez que determinamos que las células C9 no se transformaban tras ser expuestas a
la mezcla de metales, se prosigui6 a realizar el silenciamiento de enzimas que participan en la
barrera antioxidante (en este caso catalasa y Gclc) obteniendo células estables; tras lo cual se
procedié a evaluar si la disminucion en catalasa y Gclc tenia algun efecto sobre la célula,

principalmente si dicha disminucién favorecia su transformacion.

Las células transfectadas que tienen ambas enzimas disminuidas presentaron un ligero
aumento en su tiempo de generaciébn en los primeros dias, posteriormente las células
presentaron tiempos de generacibn muy semejantes a las células vector, asi como algunos
cambios morfolégicos a partir de los 36 dias de cultivo. No obstante, la disminucién de estas
moléculas no modifico los valores de viabilidad, los cuales fueron muy cercanos a los obtenidos
en las células vector. Estos resultados son similares a los reportados en estudios previos donde
se observé que bajo condiciones control (sin exposicién a algin tipo de reto) ratones Cat™ y
Cat” tienen un desarrollo normal y morfolégicamente no presentan cambios drasticos®’; de
manera similar se observé que en células GCS-2 (deficientes en yGCS) con bajos niveles de

GSH no se afectaba su crecimiento®?,

Posteriormente al tratar las células shC/shG con la mezcla de metales de forma crénica
observamos una disminucion importante en la viabilidad celular, estos resultados correlacionan
con lo encontrado en el estudio de Liu et al., 2015, en el cual se observd una disminucién
drastica de la viabilidad en una linea celular de adenocarcinoma humano tratada con nano
particulas de un metal después de disminuir la expresion del RNAm de Gclc. Es importante
mencionar que las células transfectadas solamente con el sh para Gclc muestran también una
disminucion de la viabilidad. Esto nos podria indicar que bajo estas condiciones de inhibicion la
exposicion a la mezcla de metales tiene un efecto que podria estar vinculado a la disminucion
en sus reservas internas de GSH, lo que favorece la activacion de vias de muerte celular®,

dando lugar a una posible seleccion clonal.

Al exponer las células con la barrera antioxidante abatida a la mezcla de metales,
encontramos una importante disminucién del 50% en su capacidad proliferativa en la primera
semana del tratamiento; sin embargo, después de 30 dias de tratamiento su capacidad
proliferativa regres6 a valores muy parecidos a los que presentan las células vector. Esto
demuestra que tanto la catalasa como el GSH ademas de sus funciones bien conocidas como
antioxidantes, también tienen un papel importante durante la proliferacion, como se ha sugerido
en otros estudios. Por ejemplo, Zhao, et al., 2013, al obtener células deficientes para catalasa

de un insecto (S. litura), encontraron que las células se arrestaban y habia un incremento en la
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apoptosis; o como en el caso de los hongos, donde la catalasa tiene un papel importante
durante el crecimiento, especificamente en la diferenciacion celular y la germinacion de las
esporas®. Esto sugiere que dicha enzima puede tener mas funciones y su participacion resulta
importante para el desarrollo en diferentes especies. Asi mismo, se sabe que el GSH esta
involucrado no solo en la defensa antioxidante, sino que también esta implicado en una gran
variedad de funciones en mamiferos que tienen que ver con el metabolismo, transduccion de

sefiales, expresion de genes, proliferacion celular y apoptosis, entre otras®”.

Este resultado podria deberse a dos posibles escenarios, al estar ambos parametros
disminuidos, la célula se compromete en mayor grado tomandole mas tiempo para poder
adaptarse a su ambiente y por ende tener afectaciones en algunas de las sefiales involucradas
en la proliferacion celular particularmente aquéllas que sean susceptibles a cambios redox y
que después de 30 dias de tratamiento se hayan adaptado, o bien un segundo escenario en
donde la exposicion a los metales sea una presion de seleccion muy fuerte y después de 30
dias de tratamiento las células presentes en el cultivo, sean el resultado de una seleccion
clonal. En este sentido, la disminucion en la viabilidad celular observada en el cultivo a través

del tiempo de tratamiento apoyaria mas al escenario de la seleccién clonal.

Considerando lo anterior y dado que la disminucién de la barrera antioxidante modifica la
concentracion de EROs, nosotros evaluamos la generacion de éstas en las células.
Observando que bajo condiciones control las células no presentaron una mayor produccién con
respecto a las células vector, pero al ser tratadas con la mezcla de metales hubo un incremento
durante la mayor parte del tiempo, siendo el dia 12 cuando se present6 el pico mas alto con

respecto a las células vector.

El proceso carcinogénico es dependiente de diversos factores entre los que destaca la
participacion del estrés oxidativo®. Este juega un papel importante durante la transformacion
celular. Se han utilizado diferentes marcadores para determinar la transformacién celular, por
ejemplo: cambios en la capacidad de migracion, la transicion epitelio mesénquima, cambios en
la expresion de genes y crecimiento desordenado que forma cumulos de células. Dado que las
células C9, utilizadas para generar las células estables, al ser de tipo epitelial no forman
cumulos de células (focis), esto dificulta evaluar de manera certera y rapida si hay
transformacion celular. Por lo tanto, nosotros evaluamos otros parametros como su capacidad
de migracion, asi como cambios en la expresién de genes involucrados en la transicion epitelio

mesénquima como cdhl y acta2, asi como el aumento en la expresion de ggt, el cual se
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considera como un marcador de transformacion hepética, todos estos pardmetros son

considerados marcadores de transformaciont®-58:59:2630

Existen varias técnicas que permiten evaluar la capacidad de migracién de las células.
Entre ellas se encuentra el ensayo de herida que por medio de una evaluacioén rapida y sencilla
nos permite apreciar dicha capacidad®. Al evaluar la capacidad de migracién en las células
shC/shG, observamos que el comportamiento de éstas era muy similar al de las células vector
en condiciones control; por el contrario, al tratar estas células con la mezcla de metales
encontramos que habia una disminucién en el tamafio de la herida y que ésta no se cerraba de
forma regular. Este desplazamiento se observa desde las 24 h, junto con la presencia de
células alargadas. Asi mismo, al evaluar las células transfectadas con solamente uno de los sh,
notamos que aquéllas que presentaron una mayor disminucion en el tamafio de la herida
contenian el sh para Gclc. De modo que la disminucion en los niveles de GSH podria estar

favoreciendo la capacidad de migracién de las células.

La TEM es reconocida como paso importante durante la transformacién celular, la cual
esta acompafada de numerosos cambios celulares que le permiten a las células obtener un
fenotipo mesenquimal. Por ejemplo, puede estar acompafada por la pérdida de marcadores
epiteliales como la E-cadherina (Cdhl) y la induccién de marcadores mesenquimales como
Acta2®®. La disminucion en la expresion de Cdhl es el marcador por excelencia de la TEM,
dado que favorece la pérdida de las uniones adherentes, causando asi la pérdida de la
morfologia poligonal y permitiendo con ello la movilidad de las células®. Mientras que la

presencia de Acta2 se ha reportado como uno de los marcadores de células mesenquimales?.

Particularmente en nuestro caso, al evaluar los niveles de ambos RNA mensajeros,
observamos que nuestras células con la barrera antioxidante abatida presentaban de manera
general bajos niveles de cdhl tanto con y sin tratamiento, lo que sugiere que estas células se
encuentran en un estado metaestable que predispone a la transformacion. Sin embargo, este
estado no es suficiente estimulo, que conlleve a la transformacién per se, dado que bajo
condiciones control presentan de manera general una morfologia normal, asi como bajos
niveles de expresion de acta2. En cambio, cuando damos el tratamiento con la mezcla de
metales su expresion aumenta a partir de los 12 dias. Por consiguiente, para observar cambios
considerables en la morfologia de las células es necesario que haya no solo una disminucion en

marcadores epiteliales sino también un aumento en los marcadores mesenquimales.
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Los cambios en la expresion génica tanto de cdhl como de acta2, correlacionan con los
cambios morfolégicos que presentaron las células ya que, al tratar nuestras células de interés
con la mezcla de metales de forma cronica, encontramos a partir de los 18 dias de tratamiento
la presencia de células cuya morfologia asemeja células mesenquimales; lo que sugiere un
compromiso de éstas hacia la transformacion celular y que los metales solo favorecen ese

cambio.

Si tomamos en cuenta los resultados obtenidos tanto de migracién, expresion génica y
morfologia, podemos observar la gran correlacion que hay entre ellas. Con base en lo
observado, podemos decir que el desplazamiento que mostraron las células es consistente con
el esperado para el tipo de células epiteliales, las cuales presentan una migracién de tipo
mesenquimal. Estos resultados sugieren que la TEM es un requisito para que el
desplazamiento de las células pueda darse. Adicionalmente, datos en la bibliografia reportan
que la presencia de GSH o el precursor de este (NAC) previenen la generacién de EROs

inhibiendo asi la TEM en las células®, lo gue concuerda con nuestros resultados.

Estudios anteriores demuestran que GGT es un marcador de transformacion especifico
para células de origen hepatico®. Al evaluar este marcador en nuestras células con la barrera
antioxidante abatida, observamos que a lo largo de la condicién control presentan una baja
expresion con respecto a las células vector, pero al dar el tratamiento con metales hay aumento
en la expresiéon del RNA mensajero. De igual forma, las células shCAT presentaron un aumento
en la expresiébn de ggt al ser tratadas con la mezcla, mientras que las células shGSH
mantuvieron niveles bajos de expresion. Estos resultados sugieren que la disminucion en los
niveles de cisteina esta involucrada en la expresiéon de GGT, puesto que esta enzima se

encarga de aumentar los niveles de cisteina dentro de la célula®.

Sin embargo, aun cuando GGT se encuentra aumentada en diferentes tipos de tumores,
existen varios trabajos en los que no se ha encontrado una correlacioén entre su expresion y la
presencia de un proceso tumorigénico. Asi mismo, se ha encontrado que algunas lineas
celulares tras ser sometidas a un proceso de transformacion, no muestran aumentos en GGT*,
Por lo que resulta importante seguir estudiando su participacion durante el proceso de
transformacion, dado que la variabilidad en su expresion puede que esté correlacionada con

otros factores externos, como el medio ambiente?.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la disminucion en la sintesis de

catalasa y GSH tiene un efecto muy particular en cada uno de los parametros evaluados,
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considerando que ambos son elementos que juegan un papel muy importante en la barrera
antioxidante y adicionalmente cuentan con otras funciones que repercuten en otros procesos
celulares. Por ejemplo, la disminucién en la sintesis de GSH puede aumentar el tiempo de
proliferacién de las células, favorecer la presencia de células tipo mesenquimales (alargadas),
asi como la capacidad de migracion de las células. Por otro lado, la disminucién en la sintesis
de catalasa puede favorecer aumentos en la expresion de acta2 y puede estar relacionada con
la expresion de ggt. De ahi que, al tener ambos pardmetros disminuidos, las células shC/shG
sean las que presenten el mayor nUmero de cambios, y por consiguiente sean las que tengan

un mayor compromiso hacia la transformacion celular.

Finalmente, nuestros datos corroboran los datos obtenidos anteriormente por nuestro
grupo** y permiten tener una mejor idea del papel que juega la barrera antioxidante durante el
proceso de transformacién mediado por la mezcla de metales. Aunque aun se requieren mas
estudios que ayuden a complementar la informacién aqui generada, una aportacion relevante
de este trabajo fue la generacion de un modelo celular para entender las diferentes vias de

sefalizacion involucradas en la transformacién celular.
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CONCLUSIONES

= Se logro obtener un modelo celular estable que tuviera disminuida la sintesis de catalasa
y glutation, para el estudio del efecto de la disminucion en la barrera antioxidante.

= En el modelo con la barrera antioxidante abatida, se observaron cambios en la
capacidad de migracion de las células, la presencia de células con una morfologia tipo
mesenquimal que correlacionan con los cambios en la expresion de cdhl y acta2. Lo que
indica que bajo estas condiciones, las células C9 se encuentran comprometidas hacia la
transformacion celular.

= Corroboramos el importante papel que tiene la barrera antioxidante en respuesta a

xenobidticos, especialmente a la mezcla de metales.

PERSPECTIVAS

» Determinar la concentracion intracelular de los metales.

e Evaluar la expresion y actividad de otras enzimas antioxidantes, como la SOD1,
GPx, glutation reductasa, peroxiredoxinas, entre otras. Esto para ver si las
adaptaciones que sufren las células se deben a modificaciones en la expresion y/o
actividad de estas enzimas que podrian compensar la disminucion en catalasa 'y GSH.
o Evaluar dafio al DNA por medio de un ensayo de electroforesis en gel de células
individuales.

e Realizar un andlisis proteico de catalasa, GCLc, GGT, con la finalidad de ver si hay
correspondencia entre la expresion génica y proteica.

o Estudiar profundamente la TEM, mediante el estudio de marcadores de
citoesqueleto, asi como el metaboloma del proceso.

e Inocular las células shC/shG tras el tratamiento a ratones desnudos, para determinar

si estas células son capaces de generar tumores.
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