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RESUMEN

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre las moléculas pro-oxidantes y antioxidantes que
causa alteraciones en las biomoléculas y puede llevar a la muerte celular. El estrés es generado
por radicales libres 0 especies reactivas de oxigeno (ROS) que son moléculas cuya estructura
atomica presenta un electron desaparcado o impar en su orbital externo, dandole una
configuracion que genera una alta inestabilidad. Entre las principales ROS se encuentran el
peroxido de hidrogeno, el radical superoxido y el radical hidroxilo. Los efectos biologicos de
las ROS son controlados en los seres vivos por mecanismos fisiolégicos de defensa
antioxidante, que involucran procesos encaminados a evitar el exceso de oxidacion a nivel
celular. Las ROS son potenciales carcinégenos debido a que facilitan la mutagénesis, la
promocion de tumor y su progresion. La modificacion permanente del material genético
resultado del dafio oxidativo representa el primer paso involucrado en la mutagénesis,
carcinogénesis y el envejecimiento. Entre los causantes de estrés oxidativo celular se
encuentran los metales y metaloides, y de estos, el arsénico es uno de los principales ya que se
ha asociado con la generacion de diversos tipos de neoplasias malignas y otras enfermedades.
En este trabajo se demostrdé que la respuesta celular al arsénico es dependiente del estado
funcional de p53 y que ademas de existir diversos reportes sobre la detencion del ciclo celular
en las fases G1 o G2/M, la exposicion al arsénico también induce un aumento en el tiempo de
progresion a través de la fase S en células p53"™". En contraste, las células p53” solo presentan
un aumento sutil en la fase S, lo que indica que el arsénico afecta diferencialmente el ciclo
celular dependiendo del estado de p53. Se ha reportado que el arsénico induce la produccion de
ROS, un proceso contrarrestado por p53. Para evaluar la participacion de p53 en el arresto de la
fase S y la conexion entre la detencion transitoria del ciclo celular y el estrés oxidativo, se
evaluo la respuesta al arsénico en células MCF-7 y H1299, y se analiz6 el papel de p53 como
un factor transcripcional en la regulacion de los genes implicados en la reduccion de ROS y la
detencion de la fase S. Se observo que el arsénico indujo un aumento en la poblacion de células
en la fase S dependiente de la presencia y actividad transcripcional de p53. Ademas, se
demostr6 que el arsénico activa la transcripcion dependiente de p53 de genes de destoxificacion
de ROS, tales como SESN1 y TIGAR, y por un mecanismo indirecto que involucra a ATF3,y
que los productos de estos genes podrian ser responsables de la detencion del ciclo celular en

fase S, tales como CDC25A.



ABSTRACT

Oxidative stress is an imbalance between pro-oxidants and antioxidants agents that cause
changes in biomolecules and can lead to cell death. Stress is generated by free radicals or
reactive oxygen species (ROS), which are molecules containing an unpaired electron in its
outer orbital, giving a configuration that generates high instability. Among main ROS are
hydrogen peroxide, superoxide and hydroxyl radical. The biological effects of ROS are
controlled by physiological antioxidant defense mechanisms, which involve processes to
avoid over-oxidation at cellular level. ROS are potential carcinogens because they induce
mutagenesis, tumor promotion and progression. The permanent modification of genetic
material generated by oxidative damage is the first step involved in mutagenesis,
carcinogenesis and aging. Metals and metalloids are among the causes of cellular oxidative
stress being arsenic one of them which has been associated with generation of various types
of malignancies and other diseases. The cellular response to arsenic is dependent of p53
functional status. In addition to cell cycle arrest in the G1 or G2/M phases, it was shown
that exposure to arsenic also induces an increase in the S-phase time in wild-type p53 cells.
In contrast, p53” cells show only a subtle increase in the S phase, indicating that the
arsenic differentially affects the cell cycle depending on p53 status. Importantly, it has been
reported that arsenic induces reactive oxygen species, a process counteracted by p53. To
evaluate the participation of p53 in the lengthening of the S phase and the connection
between the transient cell cycle arrest and oxidative stress, we evaluated the cell response
to arsenic in MCF-7 and H1299 cells, and role of p53 was analyzed as a transcription factor
in the regulation of genes involved in ROS reduction and S phase arrest. Herein, we
observed that arsenic induced an increase in the population of S phase cells that was
dependent on the presence and transcriptional activity of p53. Furthermore, it was shown
that arsenic activates p53-dependent transcription of ROS detoxification genes, such as
SESN1 and TIGAR, and by an indirect mechanism involving ATF3, genes that could be
responsible for the S phase cell cycle arrest, such as CDC25A.



1. INTRODUCCION

1.1 Estrés Oxidativo

La asociacion entre el estrés oxidativo y las enfermedades relacionadas a los estilos
de vida ha sido ampliamente estudiada. El estrés oxidativo se puede definir como una
perturbacion del equilibrio entre moléculas pro-oxidantes y antioxidantes, con un
desequilibrio a favor de los primeros, de tal modo que esta alteracion da lugar a cambios en
las biomoléculas y de hecho, a modificaciones funcionales en los sitios donde se localizan.
Puede decirse que el estrés oxidativo es, en esencia, el efecto adverso que se produce en la
sangre y los tejidos de los seres vivos cuando existe un incremento de la degradacion de sus
biomoléculas causado por radicales libres de oxigeno. Dicha lesion oxidativa, cuando se
produce en moléculas de gran importancia bioldgica como proteinas, lipidos y acidos
nucléicos, puede conducir a la muerte celular. A medida que aumentan nuestros
conocimientos en el campo de los radicales libres, se pone en evidencia su gran implicacion
en los mecanismos patogénicos de muchas enfermedades, sobre todo en las de tipo crénico.
No solamente causa eventos nocivos como peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas
y dafio oxidativo al DNA, pero al mismo tiempo, también ocasiona fendmenos de

adaptacion fisioldgica y regulacion de la transduccion de sefiales.

1.2 Radicales libres

Las causas de las propiedades toxicas de los radicales libres quedaron al descubierto
hasta la publicacion de la teoria de los radicales libres y la toxicidad del oxigeno, en 1985
[1]. Desde entonces, ha habido una gran cantidad de reportes referentes a la adaptacion de
los seres vivos para coexistir con los radicales libres, ain més, para evidenciar el desarrollo
de mecanismos reguladores de los cuales, las células obtienen beneficios.

Se considera un radical libre o especie reactiva de oxigeno (ROS) a aquella
molécula que en su estructura atomica presenta un electron desapareado o impar en su
orbital externo, ddndole una configuracion que genera una alta inestabilidad [2]. Los
radicales libres son usualmente inestables y altamente reactivos debido a que los electrones
desapareados tienden a aparearse con otros electrones. Una molécula de oxigeno (O;) sufre

cuatro reducciones electronicas cuando es metabolizada in vivo. Durante este proceso, se



generan metabolitos de oxigeno reactivo por la excitacion secundaria de los electrones al
afiadir al sistema energia o por la interaccion con moléculas de transicion. Los metabolitos
de oxigeno reactivos producidos de esta manera son mas reactivos que la molécula original

[2]. Las principales moléculas reactivas del oxigeno se muestran en la tabla 1.

Formula quimica Especie reactiva de oxigeno
0,” Radical superoxido
H,0, Pero6xido de hidrogeno
HO Radical hidroxil
'0, Singlete de oxigeno
HOO Radical Hidroperoxil
LOOH Hidroperdxido alquilado
LOO Radical peroxido alquilado
LO Radical alquil
ClO I6n hipoclorito
0 I6n Ferrilo
Fe’'O I6n Periferrilo
NO Oxido nitrico

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno.

Todos los seres vivos que utilizan O, para la produccion de energia generan ROS
por lo que han desarrollado varios mecanismos de defensa antioxidante. Existen diversas
fuentes productoras de especies reactivas, de ellas, las mitocondrias constituyen la principal
aunque existen otras como los peroxisomas, los leucocitos polimorfonucleares
(particularmente durante los procesos inflamatorios), células fagociticas, entre otras [1].

Los efectos bioldgicos de las ROS son controlados en los seres vivos por una gama
de mecanismos fisiologicos de defensa antioxidante, que involucran a un complejo grupo

de procesos, todos encaminados a evitar el exceso de oxidacion a nivel celular, que es en



definitiva, el que causa los transtornos. Con el paso del tiempo el proceso se hace cronico y
se produce entonces el deterioro de los tejidos, los o6rganos y luego del organismo
completo, con lo que se produce la enfermedad.

Existen diversos sistemas de defensa que participan directamente para tratar de
lograr el equilibrio antes mencionado. Dichos sistemas son: enzimas antioxidantes, enzimas
que eliminan y/o separan las moléculas que han sido oxidadas y sustancias antioxidantes
especificas. Sin embargo, si las ROS o los radicales libres son generados en exceso o en
sitios anormales, el balance entre la formacion y su eliminacion se pierde, resultando en la
generacion de estrés oxidativo. Como consecuencia, estas moléculas pueden modificar
moléculas que participan en procesos fisiologicos celulares, alterando su funcién y por lo
tanto induciendo el desarrollo de enfermedades.

Ademas, las especies reactivas de oxigeno son reconocidas por presentar un papel
dual en el metabolismo celular, tanto benéfico como dafiino [1,3,4]. Los efectos benéficos
ocurren cuando las ROS se encuentran en cantidades bajas a moderadas que involucran
procesos fisiologicos como la defensa contra agentes infecciosos y en la regulacion de
multiples sistemas de sefializacion celular, como la induccion de procesos que favorecen el
crecimiento celular [3].

Un gran nimero de funciones fisioldgicas estan controladas por vias de sefializacion
sensibles a procesos redox [5]. Estas comprenden, por ejemplo: (1) producciéon de NO
regulado por redox; (2) produccion de ROS por NAD(P)H oxidasa de fagocitos (estallido
oxidativo); (3) produccion de ROS por NAD(P)H oxidasa en células no fagociticas; (4)
regulacion del tono vascular y otras funciones reguladas por NOs; (5) produccion de ROS
como sensor de cambios en la concentracion de oxigeno; (6) regulacion redox de la
adhesion celular; (7) regulacion redox de la respuestas inmune; (8) apoptosis y otros
mecanismos de induccioén de ROS.

Por otro lado, los efectos nocivos del estrés oxidativo ocurren cuando existe una
sobreproducciéon de ROS por un lado y por el otro, la deficiencia de mecanismos
antioxidantes enzimaticos y no enzimdticos, generadas por un desequilibrio en las
reacciones de oxidacion/reduccion o pro-oxidantes/antioxidantes. Este exceso de ROS

(como ya se menciond) causa oxidacion de lipidos, proteinas o DNA inhibiendo su funcién



normal. Debido a esto, el estrés oxidativo se ha implicado en diferentes enfermedades al

igual que en procesos de envejecimiento.

1.3 Estrés oxidativo y enfermedad.

Hay multiples reportes que asocian el estrés oxidativo con diversas enfermedades,
como diabetes, ateroesclerosis, inflamacion cronica, susceptibilidad a dafio por agentes
infecciosos, isquemia, cancer, etc. Estas enfermedades entran dentro de dos categorias. En
la primera, la diabetes y el cancer presentan comunmente un componente pro-oxidante. En
la segunda, el componente principal es un estado oxidativo asociado a procesos
inflamatorios, como sindrome metabdlico y diabetes mellitus [5].

Las especies reactivas de oxigeno son potenciales carcindgenos debido a que
facilitan la mutagénesis, la promocion de tumor y su progresion. Los efectos promotores de
crecimiento estan relacionados con la modificacion de diferentes cascadas de sefializacion
[6].

El estrés oxidativo conduce a un desbalance oxido/reduccion encontrado en
diferentes tipos de cancer en comparacion con células normales, convirtiéndolo en un
agente favorecedor de la proliferacion celular [1,7,8]. La modificacion permanente del
material genético resultado del dafio oxidativo, representa el primer paso involucrado en la
mutagénesis, carcinogénesis y el envejecimiento. La mutacion del DNA es un paso critico
en la carcinogénesis, y un nivel elevado de dafio oxidativo del DNA se observa en varios
tipos de tumores [9-11]. Los efectos antes mencionados dependen en gran medida de la
cantidad de especies reactivas que se estan generando al interior de la célula, a niveles bajos
se favorece la promocion tumoral, en tanto que niveles moderados generan mutagénesis y
niveles elevados muerte celular.

Ademas de las vias de dafio directo al DNA, existe evidencia que relaciona la gran
produccion de ROS por la mitocondria con el dafio al DNA. Se han detectado mutaciones
en los genes que codifican los complejos mitocondriales de la respiracion celular I, IT1, IV y
V en diferentes tipos de cancer [1,11].

Otro mecanismo dependiente del estrés oxidativo implicado en la carcinogénesis es
la peroxidacion lipidica, la cual lleva a la produccioén del malondialdehido (MDA), el cual

es una molécula con capacidades mutagénicas y carcinogénicas [12].



Se ha demostrado ampliamente que las ROS interfieren con la expresion de un gran
nimero de genes y con vias de transduccion de sefiales por lo que se les ha involucrado en
el desarrollo de céancer [1,4,8]. Algunos receptores de factores de crecimiento (EGF, PDGF,
VEGF) son afectados por ROS y metales carcindgenos como el niquel, arsénico, cobalto y
berilio [13]. Se ha reportado el aumento de la expresion de los receptores EGF en cancer de
pulmén y de vias urinarias. PDGF se expresa en células endoteliales, fibroblastos y células
mesenquimales; la sobre-expresion de este receptor se ha detectado en cancer de pulmon y
de prostata.

También se ha observado asociacion entre oxidantes celulares y la activacion del
factor de transcripcion AP-1(constituido por un miembro de la familia fos y otro de la
familia jun) [4]. Uno de los efectos de la activacion de AP-1 es el aumento de proliferacion.
La expresion de c-fos y c-jun puede ser inducida por varios compuestos, como radicales
libres y moléculas no genotoxicas y promotoras de tumor (varios metales, fenobarbital,
alcohol, radiacion ionizante, etc.) [2,14].

Las ROS parecen poseer un efecto dual en la tumorigénesis y promocion y
supresion del cancer. Las especies reactivas pueden participar en vias de sefializacion como
Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2 y en la via de p38 [8]. Sin embargo, estas vias tienen funciones
inversas en la tumorigénesis. La primera se relaciona con la promocién del cancer, mientras
la segunda se asocia con la regulacion negativa de la proliferacion celular y tumorigénesis,
senescencia replicativa e inhibicién por contacto. Asi, las especies reactivas no deben ser
vistas de manera absoluta como factores carcinogénicos o como supresores de tumor.

Como se puede apreciar existen diferentes reportes indicando que existen diferentes
vias que se activan en respuesta a ROS y que pueden conducir al desarrollo de cancer, pero
como ya se menciond este resultado se alcanzard solamente cuando en la célula exista la
cantidad adecuada de estrés oxidativo el cual facilitaria la activacion de vias proliferativas,

y si se sobrepasa este umbral el resultado seria un efecto pro-apoptotico (FIG. 1)



FIGURA 1. Efecto dosis-dependiente de los
niveles de estrés oxidativo y las diferentes
respuestas celulares.

MODERADO
NIVELES DE ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo también favorece el desarrollo de otras alteraciones tisulares.
Uno de estos procesos incluye un paso importante en el crecimiento de cualquier tumor mas
alld de unos pocos milimetros que es la generacion de los suministros sanguineos que
alimentan a las células malignas [15,16]. La angiogénesis es un proceso de multiples pasos,
que implica la degradacion de la membrana basal de las células endoteliales, la migracion
de las células endoteliales y crecimiento de células del estroma perivascular y capilar.
También se ha implicado la produccion de ROS con el estrés oxidativo generado en
miocitos vasculares y cardiacos que generan lesion cardiovascular. Principalmente se ha
implicado la produccion de ROS en aterosclerosis, enfermedad isquémica cardiaca,
hipertension, cardiomiopatias, hipertrofia cardiaca e insuficiencia cardiaca [17,18].

Otro proceso patoldgico en el cual existe una asociacion con estrés oxidativo es la
artritis reumatoide que es una enfermedad crénica autoinmune de las articulaciones y
tejidos alrededor de las articulaciones con infiltracion de macrdéfagos y activacion de
células T. La patogénesis de esta enfermedad esta asociada predominantemente con la
formacion de radicales libres en el sitio de la inflamacion [19].

Otra asociacidon importante es con diabetes mellitus, en este caso, se ha propuesto
que el aumento de estrés oxidativo es una de las principales causas del aumento de
hiperglicemia y la causa de las complicaciones de la diabetes. La hiperglicemia estimula la
formacion de ROS a través de diferentes fuentes como lo son la fosforilacion oxidativa, la

oxidacion de la glucosa, la NAD(P)H oxidasa, lipoxigenasa, citocromo P450 mono-



oxigenasa, la sintasa de oxido nitrico (SON), entre otros [20]. Ademads, hay multiples
observaciones que asocian los defectos de los islotes B del pancreas con niveles bajos de
actividad antioxidante lo que los pone en riesgo de dafio inducido por ROS.

El cerebro es particularmente vulnerable al dafio oxidativo debido a su tasa elevada
de utilizacion de oxigeno, su alto contenido de acidos grasos poli-insaturados oxidables y la
presencia de metales redox-activos (Cu, Fe). El estrés oxidativo incrementa con la edad y
asi puede ser considerado como un factor causante de enfermedades neurodegenerativas.
Entre estas enfermedades encontramos la enfermedad de Alzheimer que muestra un alto
dafio oxidativo asociado a la acumulacion de péptido Pamiloide (A), el principal
constituyente de las placas seniles en el cerebro. La elevada produccion de AP como un
antioxidante preventivo contra el aumento de la accidon del estrés oxidativo sobre las
lipoproteinas cerebrales y la neurotoxicidad en el envejecimiento, son postulados como
eventos principales para el desarrollo de esta enfermedad [21]. Otra enfermedad del sistema
nervioso central es la enfermedad de Parkinson en la cual el efecto del estrés oxidativo es
soportado por estudios post-mortem y por estudios que muestran la capacidad del estrés
oxidativo para inducir degeneracion de las células de la sustancia nigra [22][23].

En resumen, las especies reactivas de oxigeno son productos del metabolismo
celular normal que pueden actuar como segundos mensajeros controlando funciones
fisioldgicas normales, por lo tanto su produccion esta regulada por mecanismos complejos
que incluyen hormonas y citocinas. Ademas, las ROS participan en varios procesos de
oxido-reduccion celulares encaminados a mantener la homeostasis “redox”. El estrés
oxidativo es un proceso que puede ser un mediador importante de dafio a diferentes

estructuras celulares y en consecuencia producir estados patologicos y envejecimiento.

1.4 Daiio oxidativo a biomoléculas

Las altas concentraciones de ROS pueden ser importantes mediadores de dafio a
diferentes estructuras celulares como acidos nucleicos, lipidos y proteinas [1]. Por ejemplo,
una de las especies reactivas que mas se han asociado con dafio a la estructura del DNA es
el radical hidroxilo que reacciona con todos los componentes del DNA, ocasionando dafios
a las purinas y pirimidinas al igual que el esqueleto de la desoxi-ribosa [3]. La lesion al

DNA mas estudiada es la formacion de 8-OH-G. Las modificaciones permanentes al



material genético resultantes del dafio oxidativo puede representar el primer paso
involucrado en la mutagénesis, carcinogénesis y el envejecimiento.

El dafio oxidativo al DNA puede llevar a inestabilidad genética que puede afectar a
las proteinas asociadas a la replicacion y reparacion del DNA, apoptosis, regulacion del
ciclo celular, inestabilidad cromosémica y todos ellos conducir al desarrollo del cancer [10].
La falla al reparar el DNA puede llevar a mutagénesis, citotoxicidad, muerte celular y
consecuentemente a producir enfermedad. El dafio al DNA puede ser reparado por varios
mecanismos, sin embargo, si el dafio no es reparado antes de la replicacion, se generan dos
caminos, primero, hay bloqueo de la sintesis de DNA; segundo, el dafio puede ser tolerado
y generar la aparicion de una mutacion. Asi, el dafio que bloquea la replicacion puede llevar
a muerte celular, mientras que las que son toleradas causan mutaciones.

En cuanto a las proteinas, los mecanismos involucrados en su oxidaciéon por ROS
han sido ampliamente estudiados. Las cadenas laterales de todos los residuos de
aminoacidos de las proteinas, en particular la cisteina y la metionina son susceptibles de
oxidacion por las especies reactivas [24]. La oxidacion de los residuos de cisteina puede
llevar a la formacion reversible de enlaces disulfuro entre los grupos tiol (-SH) y tioles de
moléculas de bajo peso molecular en particular GSH (S-glutatiolacion). La concentracion
de los grupos carbonil, generados por diferentes mecanismos, es una buena medida de la
oxidacion proteica producida por ROS, produciendo asi carbonilacion de proteinas.

Otro ejemplo de afectacion proteica por ROS es la glicosilacion avanzada de
productos finales (AGEs), que son un tipo de moléculas complejas resultado de una
reaccion entre carbohidratos y grupos amino libres de proteinas. Los productos intermedios
son conocidos, como productos de Amadori, bases de Schiff y productos de Maillard. La
mayoria de los AGEs son compuestos reactivos muy inestables [6].

En cuanto a los lipidos, ya se comentd previamente que su peroxidacion causa la
generacion del aldehido MDA que es un producto mutagénico, otro sub-producto de la
peroxidacion de lipidos es la generacion de hidroxinonenal que es un mutdgeno débil pero

que parece ser el principal producto téxico de la peroxidacion de lipidos.
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1.5 Metales generadores de estrés oxidativo

La exposicion humana a ciertos metales resulta en la generacion de efectos toxicos
que van desde la mortalidad inmediata a procesos de progresion lenta como la
carcinogénesis. Existen varios metales de transicion que son esenciales como zinc, hierro,
manganeso, cobre y cobalto que son empleados por los sistemas celulares para controlar
varias funciones metabdlicas y de sefializacion. Sin embargo, su misma naturaleza los
hacen capaces de evadir el control que las células tienen sobre su ingreso, transporte,
compartamentalizacion y su llegada a sus tejidos y células blanco. El desajuste de la
fisiologia celular ocurre cuando los metales exdgenos se unen a moléculas a las cuales no
se deberian unir, o cuando desplazan a otros metales de sus acarrreadores principales.

El dafio generado por los metales puede incluir la modificacién oxidativa de los
complejos ligando-metal o de las moléculas vecinas que son atacadas por los intermediarios
oxidativos de la reaccion original. Estos intermediarios reactivos engloban un espectro de
radicales oxigeno-carbon o radicales de sulfuro, que se originan a partir del O,, perdxido de
hidrogeno, lipidos peroxidados, asi como modificaciones en aminoécidos, péptidos,
proteinas y otros ligando que pueden acarrear a los metales toxicos. El dafio causado por los
radicales en las células pueden resultar en un amplio espectro de patologias [1,24].

Existen varios estudios en los que se relaciona la toxicidad inducida por metales y la
carcinogénesis enfatizando su participaciéon en la generacion de especies reactivas de
oxigeno [4,14,24]. La formacion de radicales libres mediada por metales pueden causar
modificaciones en las bases de DNA, estimular la peroxidacion lipidica, cambios en la
homeostasis del calcio y sulfidrilos. Solo algunos metales de transicion pueden activar al
oxigeno y otros sustratos y convertirlos en intermediarios altamente reactivos bajo
condiciones fisiologicas. Los principales mecanismos de activacion de oxigeno por los
metales involucran las reacciones de Fenton/Harber-Weiss y la auto-oxidacion [24].

La capacidad toxica y carcinogénica de los metales se debe a que son capaces de
actuar con ligando naturales, incluyendo al DNA vy las proteinas nucleares, que llevan a
dafio estructural y funcional. Este dafio puede incluir cambios conformacionales causados
directamente por los metales y/o cambios quimicos resultado de la actividad oxidativa. En
el segundo caso, los metales causan dafio indirectamente a través de la formacion de

radicales libres y otros intermediarios reactivos que se generan por la interaccion con Oy,
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0, ", H,0., y/o otros oxidantes exdgenos. El espectro del dafo oxidativo puede ser puntual

o muy amplio, dependiendo de la naturaleza de las especies reactivas generadas.
Entre los metales que han mostrado asociacion con enfermedades debido a la
generacion de estrés oxidativo son principalmente el hierro, niquel, cobre, cromo, cobalto,

vanadio, cadmio y arsénico.

1.6 Arsénico y estrés oxidativo

El arsénico (As) es un metaloide que se encuentra ampliamente distribuido sobre la
corteza terrestre, puede ser liberado al agua bajo determinadas condiciones y es
considerado uno de los toxicos mas significativos del ambiente que existe en forma
organica e inorganica. Las principales formas de arsénico inorganico incluyen el arsenito
trivalente y el arsenato pentavalente [25]. Ademds, estd presente en alimentos, agua
(principal fuente de consumo en humanos) y sobre la tierra. La concentracion de arsenito en
agua bebible varia de 0.01 a 3.7 mg/l (1.3-49 uM) [9], aunque la concentraciéon maxima
permitida por la OMS es de 10 pg/l.

El arsénico puede encontrarse en los organismos con diferentes estados, es decir,
puede encontrase en su forma inorganica u organica. Las formas inorganicas incluyen al
arsenito (AsIIl) y al arsenato (AsV), ademds, puede ser metilado y formar acido
monometilarsonico (MMA) y 4cido dimetilarsinico (DMA) in vivo [26]. Aunque el proceso
fue previamente considerado como un mecanismo destoxificante, estudios recientes in vivo
indican que las formas metiladas del arsénico pueden servir como co-carcindgenos y
promotoras de tumor [27-29]. El arsenato es un analogo del fosfato, el cual interfiere con
las reacciones de fosforilacion y compite con el transporte de los fosfatos. El arsenito puede
reaccionar con los grupos sulthidrilo de las proteinas e inhibir muchas rutas metabdlicas.
Biologicamente, el arsenito trivalente es significativamente més activo que el arsenato
pentavalente, incluyendo su capacidad para inducir amplificacion génica en células de
mamiferos [30-32], en general el arsenato es absorbido y casi completamente reducido a
arsenito en la sangre [32].

Por mucho tiempo se ha considerado al arsénico como un compuesto toxico y
carcinogénico. Los estudios epidemiologicos indican que las personas expuestas a altos
niveles de arsénico son mas propensas a desarrollar cancer de piel, vejiga, higado y pulmoén

[27,32]. Ademas de sus efectos carcinogénicos, se ha sugerido que la exposicion al arsénico
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juega un papel importante en la enfermedad del “pie negro”, diabetes mellitus tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares [33-37].

El papel que juega el arsénico como carcinégeno estd en gran medida relacionado
con su capacidad para generar estrés oxidativo. Las especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno mas relacionadas con mutagénesis y carcinogénesis son el anion superoxido, el
perdxido de hidrégeno, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico. Al respecto, se sabe que
durante el metabolismo celular del arsénico se generan radicales libres, por lo que se ha
establecido una asociacion entre el estrés oxidativo generado por este metal y las diversas
enfermedades con las que se ha asociado su exposicion. Se ha demostrado que las ROS
estan directamente involucradas en el dafio oxidativo de lipidos, proteinas y DNA en las
células expuestas al arsénico, lo cual incluso puede llevar a la muerte celular [32]. Aunado
a lo anterior existen reportes que implican al arsénico como causante de dafio y muerte
celular a través de vias de sefalizacion reguladas por ROS [27].

A concentraciones ambientales no letales (por debajo de 5 M), el arsénico puede

estimular la produccion de O,” y HyO, en células endoteliales [38]. De hecho, la

produccion de O,  es probablemente la especie reactiva primaria que se produce en
respuesta al arsénico en varios tipos celulares la cual conduce a la formacion de otras ROS
como H,0, y ‘OH. En presencia de la superéxido dismutasa (SOD), O, actia sobre el

oxigenos y H,O, para convertirlo espontineamente en una reaccion catalizada por Fe®'
(reaccion de Fenton) en el radical ‘OH altamente reactivo. Se ha sugerido que el arsenito
aumenta las especies reactivas a nivel de la ubiquinona de la cadena respiratoria y por lo
tanto, las mitocondrias serian el principal sitio de produccion de ROS [39].

Se ha asociado al arsénico con el dafo a diferentes moléculas celulares, las cuales se
han utilizado como biomarcadores de alteraciones celulares por la exposicion a este metal,
entre ellas se encuentran dafo al DNA, peroxidacion de lipidos, actividad enzimatica redox
y la disminucion de las defensas antioxidantes.

En cuanto a la peroxidacion lipidica hay estudios en los que se asocia al arsénico
con la producciéon de MDA (como resultado de esta modificacion lipidica) ademds de un
aumento del glutation oxidado en muestras de tejidos analizados [12][40] como resultado

de exposicion prolongada al arsénico.
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También hay evidencia que sugiere que la exposicion al arsénico induce
disminucién de los niveles de antioxidantes; por ejemplo, se ha identificado una
disminucién de antioxidantes en plasma de personas expuestas a este metal en Taiwan [41].
Otro agente antioxidante es el glutation (GSH) que juega un papel importante en los
cambios redox inducidos por el arsénico. Hay tres formas en que el arsénico puede reducir
los niveles de GSH; 1) se propone que esta molécula es la donadora del electron para la
conversion de los arsenicales pentavalentes a trivalentes [42], 2) el arsénico tiene una alta
afinidad por el glutation y 3) los radicales libres inducidos por este metal pueden oxidarlo.

Con respecto a la modificacion de la actividad enzimdtica y el arsénico, hay
evidencia que sefiala que las principales enzimas que metabolizan las ROS, SOD, catalasa y
GPx ven modificada su actividad por este metal [9]. La exposicion al arsénico también
puede modificar la actividad de otras enzimas. Una de ellas es la tio-redoxina reductasa que
cataliza la reducciéon de sustratos que contienen grupos disulfuro y juega un papel
importante en la respuesta celular contra el estrés oxidativo. El arsénico y en especial el
metilarsinolll causa una reduccion dependiente de concentracidon en la actividad de esta
enzima en hepatocitos [26].

Con respecto al dafio al DNA y el arsénico, hay evidencia que sugiere que este
metal es genotoxico. La exposicion al arsénico conduce a varios tipos de dafio al DNA. Se
ha reportado como promotor de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas
hermanas y también como inductor de hipo o hipermetilacion [9,29,32,35,37]. Por ejemplo,
se ha visto que el arsénico interfiere con las DNA metiltransferasas, resultando en la
inactivacion de genes tumor supresores debido a hipermetilacion de DNA [43]. Otros
estudios sugieren que la transformacion maligna inducida por el arsénico esta ligada a la
hipometilacion del DNA posterior a la utilizacion de la S-adenosil-metionina, lo cual
resulta en una expresion génica aberrante incluyendo la de oncogenes [43,44].

Otro mecanismo propuesto de dafno al DNA asociado a la exposicion al arsénico es
la inhibiciéon de la reparacion del DNA [45]. El dafio al DNA inducido por el arsénico se
presenta principalmente en dos formas, la oxidacion y la ruptura de las cadenas de DNA. El
tratamiento con arsenito aumenta los rompimientos de las cadenas de DNA que es dosis
dependiente[46]. En general, los resultados indican que las rupturas a las moléculas de

DNA provienen de la excision de aductos oxidativos de DNA y del entrecruzamiento de
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proteinas-DNA [47]. Ademas, las rupturas de DNA producidas por el arsénico pueden estar
relacionadas con la produccion de ROS.

El 8-hidroxil- 2’-deoxygunosina (8-OHdG) es considerado uno de los principales
productos del dafio al DNA inducido por ROS, su aumento se ha detectado en modelos

animales y celulares y tejidos humanos expuestos al arsénico [48,49].

1.7 Mecanismos antioxidantes

La exposicion a los radicales libres ha llevado a los organismos a desarrollar una
serie de mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo, entre los que encontramos: 1)
mecanismos preventivos, 2) mecanismos de reparacion, 3) defensas fisicas y 4) defensas
antioxidantes. Los mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante incluyen a SOD,
glutation peroxidasa (GPx) y catalasa. Los antioxidantes no enzimaticos estan
representados por el acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation
(GSH), carotenoides, flavonoides, entre otros. Bajo condiciones normales, existe un
balance entre los pro-oxidantes y antioxidantes, el cual es necesario para la sobrevida y
salud de los organismos.

Por ejemplo, en el caso del papel protector del glutation contra el estrés oxidativo,
tenemos los siguientes efectos: 1) el glutation es un cofactor de varias enzimas
destoxificantes como la GPx, glutationetransferesa y otras; 2) GSH participa en el
transporte de aminoacidos a través de la membrana celular; 3) GSH disminuye
directamente los radicales hidroxilo y los singletes de oxigeno y asi destoxificando el
peroxido de hidrégeno y lipidos peroxidados, todo esto por la accion catalitica de GPx; y 4)
el glutation es capaz de regenerar los mas importantes antioxidantes, como la vitaminas C y
E, regresandolas a sus formas activas [1,5,50].

La concentracion “basal” de ROS es determinada por el balance entre sus ritmos de
produccion y los ritmos de eliminacioén. Es asi como cada célula se caracteriza por una
concentracion particular de electrones (estado redox) almacenados en varios constituyentes
celulares, y el estado redox de una célula y su oscilacion determina su funcionamiento [51].
El estado redox de la célula es mantenido dentro de un rango muy estrecho bajo
condiciones normales, en condiciones patologicas, este estado puede ser alterado a valores

altos o bajos, por ejemplo, un cambio de 30 mV se traduce en un cambio de relacion de 10
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veces entre especies reductoras y oxidantes [51]. Este estado redox es sostenido
principalmente por GSH y tio-redoxina (TRX). El glutation (la pareja 2GSH/GSSG)
representa el principal buffer redox celular y es un indicador del ambiente redox celular y
puede modificar un nlimero importante de proteinas de sefializacion que contengan grupos
tiol, como receptores, protein-cinasas y algunos factores de transcripcion, las cuales pueden
tener funciones anormales debido a la formacion de grupos disulfuro mezclados. Cuando
GSH y TRX se oxidan, regresan a su estado reducido mediante la GSH reductasa y TRX
reductasa y estos dos sistemas estdn involucrados en procesos de sefializacion celular [1].

Los mecanismos de sefalizacion que responden a los cambios tiol/disulfuro
involucran: 1) los factores de transcripcion AP-1 y NF- kB, 2) tirosin-protein-fosfatasas, 3)
cinasas de la familia Src, 4) las vias de sefializacion de MAPK, JNK y p38, 5) los
receptores para insulina con actividad de cinasa, entre otros [5]. Sin embargo, bajo
condiciones patologicas, grandes cantidades de ROS pueden conducir a cambios
permanentes en la trasduccion de sefiales y expresion génica, tipicos de las enfermedades.

Otro proceso celular regulado por el estado redox es el ciclo celular que se
caracteriza por fluctuaciones en el ambiente redox, principalmente a través del glutation
[51]. Se ha mostrado que GSH juega un papel importante en el rescate celular de la
apoptosis, de hecho, la disminucion de este antioxidante se ha relacionado con mayor
susceptibilidad para la apoptosis. Generalmente, un ambiente mas reducido (mantenido por
GSH y TRX) estimula la proliferacion y cambios pequefios hacia estados con ambiente
levemente oxidativos inician la diferenciacion celular [50].

Con respecto a las vias de sefializacion y ROS, se sabe que estos ultimos son
utilizados en la induccidon y mantenimiento de sefiales involucradas en el crecimiento
celular y diferenciacion. Por ejemplo, muchas células generan estados oxidativos leves por
un aumento pequefio de ROS cuando son estimuladas por citocinas, factores de crecimiento
y hormonas. Esto lleva a asumir que el inicio y la funcidon apropiada de varias
sefializaciones descansa sobre la accion de ROS como moléculas sefializadoras pudiendo
actuar a diferentes niveles en las cascadas de trasduccion de sefiales. De esta manera, las

ROS juegan un papel muy importante como segundos mensajeros [5].
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Probablemente uno de los efectos mas significativos de los metales y ROS en la
sefnalizacion celular se ha observado en la via de MAPK y en la regulacion de vias

dependientes de la proteina p53 [1,24,37,52].

1.8 Regulacion del estrés oxidativo por p53

El factor nuclear p53 juega un papel muy importante en la proteccion celular contra
varios mecanismos de dafio celular. Debido a su capacidad de regular el ciclo celular o
iniciar la apoptosis en células dafiadas, se le conoce como supresor de tumor [53]. p53 se
activa por radiacion UV, hipoxia, radiacion gamma, disminucion de nucleétidos, estrés
oxidativo, entre otros.

Se ha caracterizado a p53 como un factor transcripcional que se une a secuencias
especificas de DNA y transactiva la expresion de un gran nimero de genes con una gran
variedad de funciones, entre ellas, arresto del ciclo celular, apoptosis, regulacion del

metabolismo entre otros (FIG 2) [53].
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p53 se encuentra en el centro de numerosas vias de sefializacion activadas por varios
tipos de estrés celular incluyendo dano al DNA por mutdgenos exdgenos, activacion
oncogénica, hipoxia, estrés oxidativo, etc., los cuales tienen influencia sobre su abundancia,
localizacidon subcelular, modificaciones post-traduccionales y/o interaccion de p53 con

cofactores. Como resultado de las alteraciones inducidas dependientes del contexto, p53
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puede facilitar la adaptacion celular a condiciones de estrés, por ejemplo, promoviendo los
procesos de reparacion del DNA mediante el arresto transitorio del ciclo celular, o
estimulando la expresion de enzimas que facilitan la detoxificacion de las especies reactivas
de oxigeno. De manera alterna, p5S3 puede suprimir el potencial oncogénico mediante el
arresto irreversible del ciclo celular o al inducir mecanismos de apoptosis (FIG 2) [53,54].

p53 tienen una regulacion positiva sobre al menos dos proteinas que participan en la
respuesta apoptotica mediada por ROS: la ferrodoxin-reductasa (FDXR) y REDD/HIF-1
(Regulated in Development and DNA Damage responses/Hipoxia Inducible Factor 1).
Ademas, induce la expresion de p85, la cual puede funcionar como molécula de
sefalizacion durante la apoptosis dependiente de p53.

Ademas de su participacion como agente pro-apoptotico en respuesta al estrés
oxidativo, se ha reportado que bajo condiciones celulares normales o de bajo estrés, bajas
concentraciones de p53 inducen la expresion de genes antioxidantes, mientras que bajo
estrés celular severo, altas concentraciones de p53 promueven la expresion de genes que
contribuyen a la formacion de ROS y apoptosis mediada por p53 [55]. De esta forma, bajo
condiciones de estrés oxidativo bajo/normal, p53 parece tener funciones antioxidantes y
proteger a las células del dafio oxidativo al DNA y aunque este efecto puede depender de la
concentracion de p53, otros factores celulares pueden participar en la decision celular final
[52].

Se ha reportado que genes antioxidantes regulados directamente por p53 como
glutation peroxidasa 1 (GPX1), SOD 2 mitocondrial y el miembro 1 de la familia de la
aldehido deshidrogenasa 4 (ALDH4Al), codifican productos que actuian como
antioxidantes. Ademas, p53 actia directamente sobre la regulacion de las sestrinas, SESN1
y SESN2, que son esenciales para la regeneracion de las peroxi-redoxinas oxidadas, que
son las enzimas involucradas en la degradacion del peroxido de hidrégeno [56]. De esta
manera p53 regula negativamente los niveles intracelulares de ROS, reduciendo de esta
manera la probabilidad de alteraciones al material genético.

La actividad antioxidante de p53 representa un importante componente de su
actividad supresora de tumor, la cual disminuye la probabilidad de alteraciones genéticas y
ayuda a la sobrevida y reparacion de las células dafiadas, ademds de participar en la

regulacion de los procesos metabolicos. En este sentido, se identificd recientemente un
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blanco de la actividad transcripcional de p53, el cual se conoce como TIGAR que funciona
en la regulacion de la glucdlisis y protege contra el estrés oxidativo. Tiene la capacidad de
disminuir la Fru-2,6-P», y de esta forma promueve el cambio de la glucolisis hacia la via de
las pentosas, lo que resulta en la produccion de NADPH y nucledtidos que favorece el
incremento de glutation que lleva a la disminucion de los niveles de ROS. Es asi como
TIGAR puede proteger a las células del dafio causado por ROS [57]. De esta manera
TIGAR posee efectos anti-tumorigénicos ya que reduce la glucdlisis, cuando sus niveles
son bajos, aumenta la glucdlisis que esta asociado con efectos tumorigénicos [58].

También se ha mostrado que p53 puede inhibir la actividad de mTORCI (principal
regulador de la sintesis de proteinas y regulador positivo de la proliferacion celular)
elevando la actividad de AMPK. El mecanismo que se ha propuesto para esta activacion se
basa en la fosforilacion y activacion gracias a su union con SESN1 o SESN2, que son
blancos de p53. Las sestrinas son una familia de proteinas conservadas evolutivamente
[56,59]. Las células de mamifero expresan a tres miembros de esta familia, Sesnl-3, las
cuales causan la disminucion de ROS intracelulares y confieren resistencia contra el estrés
oxidativo, lo cual lo consiguen al regenerar a las peroxi-redoxinas oxidadas. La expresion
de SESN1 y SESN2 es elevada por p53 en respuesta a estrés genotoxico y se ha reportado
que estan involucradas en la resistencia al estrés oxidativo inducido por p53 in vitro e in
vivo [55,56]. Parece que ambas sestrinas interactian con la subunidad o-catalitica de
AMPK lo cual contribuye a la fosforilacion de ésta e induce su actividad y de esta forma
regulan el estrés metabdlico. Ademas se ha mostrado que SESN1/2 tienen efectos
supresores de tumor, ya que inhiben la transformacién oncogénica al inhibir mTORC1 [59].

Debido a la modulacion especifica de los niveles celulares de ROS, p53 puede
actuar como una espada de doble filo. Las ROS actian como sefiales “rio arriba” que
disparan la activacion de p53 y “rio abajo” activando factores promotores de apoptosis.
Algunos de los blancos transcripcionales de p53 codifican proteinas generadoras de ROS e
involucran muerte celular. Sin embargo, otros genes regulados por p53 pueden actuar como
antioxidantes. Cuando las células estan expuestas a estrés severo generador de dafio
genotoxico, p53 activa numerosos genes que estan involucrados en la generacion de ROS, y
asi llevar a la apoptosis, ain mas, las ROS producidas de esta forma pueden activar a mas

p53 generando una retroalimentacion positiva. Si las células estan expuestas a estrés leve,
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la actividad basal de p53 conduce a la activacion de genes antioxidantes, entre los cuales
probablemente los mds importantes son las sestrinas, de esta forma, bajo condiciones
fisioldgicas o con estrés moderado p53 actia como antioxidante a través de la induccion de
genes antioxidantes [60].

En conclusion, los genes inducidos por p53 pueden ser clasificados en dos grupos:
1) aquellos inducidos por niveles bajos de estrés que estan involucrados con arresto del
ciclo celular y efecto antioxidante, y 2) aquellos que son inducidos por niveles altos de p53

y estrés oxidativo, que son generalmente pro-apoptéticos (FIG 3).
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FIGURA 3. p53 una espada de doble filo.

1.9 Respuesta celular contra el estrés oxidativo generado por el arsénico

Los mecanismos de accion del arsénico a nivel celular son muy variados y quedan
resumidos en la figura 4.

La exposicion al arsénico es algo que ocurre a diario debido a su presencia en el
ambiente. El arsénico que se encuentra en diferentes formas quimicas en el ambiente, causa
efectos adversos en la salud, tanto agudos como cronicos, incluyendo cancer. El
metabolismo del arsénico tiene un papel muy importante en su toxicidad. Su metabolismo
involucra su reduccion al estado trivalente y una metilacion oxidativa a su estado

pentavalente. Las formas trivalentes, incluyendo las metiladas, tienen propiedades toxicas
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mas potentes que las pentavalentes. A nivel bioquimico, el arsénico inorganico en su estado
pentavalente puede reemplazar a los fosfatos en numerosas reacciones. En estado trivalente,
el arsénico inorgénico y organico (metilado) puede reaccionar con grupos tiol en proteinas
e inhibir su actividad. Con relacion al céancer, los mecanismos potenciales incluyen
genotoxicidad, metilacion alterada de DNA, estrés oxidativo, proliferacion celular alterada,

co-carcinogénesis y promocion de tumor [45,61].
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FIGURA 4. Mecanismos de accion del arsénico y ejemplos de los efectos resultados de éstos.

La toxicidad aguda del arsénico esté relacionada con su estado de oxidacion, en este
sentido las formas trivalentes son mas toxicas que las pentavalentes. Las manifestaciones
clinicas de la toxicidad aguda en humanos incluyen malestar gastrointestinal, vomito,
diarrea, hematuria, anuria, choque, convulsiones, coma y muerte [61].

Diferentes sistemas del organismo son afectados por la exposicion cronica. Uno de
los datos centrales de la exposicion cronica son las lesiones de la piel que se caracterizan
por hiperpigmentacion, hiperqueratosis e hipopigmentacion [62]. Otras manifestaciones
cronicas incluyen neuropatia periférica, encefalopatia, hepatomegalia, cirrosis,
metabolismo alterado del grupo hemo, depresion de la médula dsea, diabetes y alteraciones

renales.
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El arresto del ciclo celular y la apoptosis inducida por el arsénico se asocian al
aumento de la producciéon de especies reactivas de oxigeno, a la disminuciéon de los
sistemas antioxidantes intracelulares, la inhibicidon de la reparacion del DNA, alteraciones
de la metilaciéon del DNA y a una disminucion del potencial de membrana mitocondrial
acompafiado de la liberacion de citocromo c y activacion de las caspasas. Ademas, el
arsénico afecta componentes de diferentes vias de trasduccion de senales que estan
involucradas en procesos como proliferacion celular o apoptosis, entre ellas se encuentran
MAPKSs, p53, AP-1 y NFkB. Los cambios generados en las vias de sefializacion son los que
se han asociado con el efecto carcinogénico del arsénico.

La respuesta antioxidante es el principal mecanismo de defensa que tienen las
células contra la toxicidad provocada por el arsénico. Hay numerosos estudios en los cuales
se demuestra que diferentes factores enzimaticos y no enzimaticos protegen a las células
mediante la disminucion de las ROS [37]. Entre los principales mecanismos celulares
antioxidantes que se activan contra el arsénico estd el mediado por GSH que modula el
estado redox de residuos tiol de las proteinas asociadas al arsénico como factores de
transcripcion, caspasas y cinasas [63]. El arsénico induce la disminucion de otros
antioxidantes, tales como SOD, CAT y GPX [63] cuando es una exposicion cronica, lo cual
contrasta con exposiciones agudas que estimulan el efecto contrario.

Una de las amenazas mas serias para la estabilidad gendmica son los procesos
defectuosos de replicacion y reparacion. Bajas concentraciones de arsenito aunado a otros
mutagenos puede promover la carcinogénesis, probablemente interfiriendo con mecanismos
de reparacion de DNA, por ejemplo, el arsénico estimula el efecto mutagénico de la
radiacion UV [41]. Aunque el arsenito inhibe la reparacion del DNA, el efecto parece que
no es mediado via la inhibicidén enzimatica sino interfiriendo con su sintesis [64].

Como se ha mencionado, el arsénico puede ocasionar dafio al DNA siendo esto un
activador de vias de sefializacion que colectivamente son denominadas como vias de
respuesta de dafio al DNA. El rasgo mas importante de estas vias es la generacion de una
progresion lenta y/o arresto del ciclo celular, que se genera para permitir la eficiente
reparacion del DNA antes de su replicacion. Si el DNA es replicado con algin dafio, se
genera una mutacion o se pierde debido a rompimiento cromosémico. En este caso, los

puntos de control que son vias de transduccion de sefales para evitar que haya progresion
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del ciclo celular sin antes haber completado la fase previa sin complicaciones, son
activados. Estos puntos de control se activan y detienen el ciclo celular en varios puntos si
existe algun tipo de dafio al DNA. Este dafio resulta en la acumulacion de p53, que a su vez
transactiva a genes como p2lque ayuda al bloqueo de la progresion del ciclo celular antes
de la replicacion a también causa apoptosis (via induccion de BAX y la regulacion negativa

de bcl-2) en células altamente dafiadas [65].

1.10 p53 y arsénico

El gen tumor supresor TP53 se ha relacionado con el dafio al DNA, alteraciones en
el ciclo celular y apoptosis producidas por el arsénico [66]. p53 es crucial para mantener la
integridad del genoma a través de la induccion del arresto del ciclo celular, permitiendo la
reparacion del DNA o la apoptosis si el dafo es irreparable [67].

Existen datos contradictorios en cuanto la abundancia de p53 y los efectos del
arsenito. La exposicion de células humanas a concentraciones en aumento de arsenito (0.1 a
100 uM) por 24 h resulta en un aumento dosis-dependiente en el nivel de p53,
especialmente en células con p53 silvestre [68]. En cambio, la exposicion de las células
HaCaT a bajos niveles de arsenito (0.01 a 1 uM) caus6 una disminucién dosis-dependiente
en los niveles de p53 [69], aunque la interpretacion de este resultado es problematica
debido a que p53 en estas células, tiene mutaciones en ambos alelos y normalmente sobre-
expresan esta proteina.

El arsenito causa la induccion de p21 que a su vez se une al complejo ciclinaE/Cdk2
e inhibe la fosforilacion de pRb , causando un arresto en la G1 del ciclo celular [65],
ademas inhibe a PCNA, causando alteraciones en la sintesis de DNA.

La inactivacion de la via de p53 favorece la inestabilidad cromosémica. En este
sentido, el arsenito y mas aln los arsenicales metilados trivalentes pueden inhibir a la tior-
edoxina reductasa con lo que aumenta la tio-redoxina oxidada que a su vez puede llevar a
un mal funcionamiento de p53 y esto llevar a inestabilidad cromosémica [70].

El dafio ocasionado al DNA por el arsénico induce un arresto del ciclo celular en la
fase G1 y G2/M [27]. El mecanismo exacto no es bien conocido, pero la evidencia indica
que el arsénico es capaz de reducir los niveles de los complejos ciclina/CDK al igual que
las ciclinas en lineas celulares humanas [27]. Datos recientes indican que p53 estad

involucrado en el arresto inducido por el arsénico en las fases G1 y G2/M [30,71,72].
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En diferentes tipos de lineas celulares, el status funcional de p53 determina la
respuesta celular al arsénico [46,72—75]. Por ejemplo, Liu et al. reportd que células de
mieloma con p53 silvestre son resistentes a apoptosis inducida por arsénico, pero se
arrestan en la fase G1, mientras que células que no contienen a p53 funcional eran sensibles
al arsénico y se arrestan en G2/M [76]. Resultados similares se han reportado en otras
lineas celulares [77,78]. En respuesta al dafio al DNA, p53 silvestre se acumula y conduce a
un arresto de la fase G1 para reparacion del dafio al DNA o apoptosis si el dafio no es
reparado; sin embargo, es bien conocido que el arsenito activa el punto de control de la fase
G2 del ciclo celular o induce un arresto mitdtico conduciendo a las células a apoptosis. Un
rasgo en comun de estas células donde el arsenito condiciona estos arrestos G2/M y
apoptosis es la pérdida de un p53 funcional [72,73,75,76]. De esta forma se puede sugerir
que las células con p53 no funcional tienden a arrestarse en la fase G2/M para
posteriormente sufrir apoptosis, en cambio, cuando p53 es totalmente funcional se favorece
un arresto temprano en el ciclo celular (fase G1) para reparar el dafio generado por el
arsénico.

El arresto del ciclo celular (como ya se menciono) inducido por el arsénico depende
de p53 y de los cambios transcripcionales que puedan ocurrir por la expresion de p53, lo
cual llevaria a la inhibicion de la proliferacion celular. Los datos existentes sugieren que las
células con p53 funcional utilizan esta via de sefalizacion para mediar la respuesta de
defensa contra el arsénico y asi reducir el dafio. La desregulacion de los puntos de control
del ciclo celular dependientes de p53 pueden causar alteraciones como rearreglo,
amplificacion o pérdida cromosdmicas, eventos que se asocian al cadncer [79]. La alteracion
de los genes reguladores del ciclo celular dependientes de p53 podrian jugar un papel

importante en la toxicidad inducida por el arsénico al igual que en la carcinogénesis.

2. ANTECEDENTES

Como ya se comentd, la principal fuente de exposicion al arsénico para los humanos
es su ingestion a través de agua que contenga concentraciones elevadas de este metal (>50
pg/l). Se han reportado zonas geograficas en las que el consumo de arsénico excede los
limites permitidos, por ejemplo, en Bangladesh, Tailandia, Argentina, Chile y México

[62,80,81]. Diversos estudios epidemiologicos relacionan la ingestion del arsénico con el
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desarrollo de diferentes tipos de cancer, entre los que se encuentran los carcinomas de
vejiga, pulmon, higado y piel [41].

Aunado a lo anterior, se sabe que el arsénico a nivel celular ocasiona aumento del
estrés oxidativo ya que favorece la producciéon de ROS, lo cual lleva a diferentes
alteraciones a nivel celular, entre las que se encuentran dafio al DNA, deficiencia de los
mecanismos de reparacion de dafio a DNA, inestabilidad cromosomica, efecto clastogénico,
etc. Este dano se relaciona con la interaccion del arsénico con moléculas intracelulares o
mediante la modificacion de diversas vias de sefializacion.

Uno de los efectos mas notables del arsénico es sobre la viabilidad celular. Se sabe
que a concentraciones elevadas el arsénico lleva a la activacidon de mecanismos pro-
apoptdticos, en cambio cuando las concentraciones son leves a moderadas se activan
preferentemente mecanismos que favorecen la detencion del ciclo celular para tratar de
reparar el dano generado al DNA. En este sentido existen numerosos reportes que indican
que las células expuestas al arsénico sufren un arresto en las fases G1 y G2/M dependiendo
de la intensidad del dafio causado y principalmente del estado de p53, que es al final quién
determina el destino celular.

Sin embargo, existen algunos reportes que sefialan que el arsénico no solo ocasiona
un arresto en estas fases del ciclo celular, sino que también puede causar un arresto en la
fase S. En este sentido en nuestro grupo de trabajo Hernandez et al. [82] reportaron que en
células derivadas de cancer de vejiga se genera un aumento en el porcentaje de células en la
fase S del ciclo celular dependiente de la dosis, indicando que probablemente las células

estaban tratando de reparar el dafio al DNA (FIG. 5).

FIGURA 5.
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Ademas en el mismo reporte indica que el aumento de células en la fase S del ciclo
celular se debe a un aumento en la activacion de la via p53. Sin embargo, no se encontro
una modificacion persistente en los niveles de p21 lo cual sugeriria que el arresto no
sucedia a través de la via de p21 (FIG. 6). Al no haber p21, las células logran pasar el punto
de control en la transicion G1/S para luego detenerse en la fase S, lo cual sugiere que
existen mecanismos dentro de la fase S que pudieran explicar esta detencion y que en este
reporte no se evaluaron.

FIGURA 6. Niveles de las
p53 proteinas p53 y p21 en células
HT1197 tratadas con NaAsO, a
los tiempos indicados.

p21
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Con estos resultados se pudo apreciar que el efecto sobre el ciclo celular depende de
la dosis de arsénico y del tiempo de exposicion, pero sobre todo, de la capacidad de p53
como regulador de esta respuesta.

Aunado al reporte anterior, en nuestro grupo de trabajo, Rivera Gonzéilez [83]

++

reportd que la exposicion de la linea celular MCF-7 (p53™") al NaAsO, induce una
detencion del ciclo celular en la fase S que se presenta a las 6 y 12 h post-exposicion,
fenomeno que no se observa cuando la linea celular H1299 (p53™) es expuesta al mismo
tratamiento, evidenciando que el arresto en esta fase se genera a tiempos cortos post-
tratamiento y es dependiente de la presencia de p53 (FIG. 7). Ademas, al utilizar un
inhibidor de la actividad transcripcional de p53 (pifitrina-a), el arresto observado es
inhibido, sugiriendo que el efecto del arsénico a nivel de ciclo celular es dependiente de la

actividad transcripcional de p53.

26



100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% [— —— 60%
50% [o— - G2/M 50% — —— [— — G2/M
40% .S 40% “s
30% 30%
20% “G1 20% “G1
10% 1 1 10%
0% [P— [— [— [ 0% e JE— [— [—
Control 6 NaAsO26 NaAsO2 12 NaAsO2 24 Control 6 NaAsO2 6 NaAsO212 NaAsO2 24
horas horas horas horas horas horas horas horas

FIGURA 7. Graficas que muestran el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular a los tiempos
indicados en respuesta al tratamiento con NaAsO,.

Ademas de los dos reportes previos en los cuales es evidente el arresto en la fase S
del ciclo celular dependiente de la actividad transcripcional de p53 en respuesta al estrés
inducido por el arsénico, McCollum et al. reporté que concentraciones bajas de arsenito (<5
uM), que corresponde a los niveles plasmaticos en pacientes con quimioterapia, genera un
desaceleracion de la progresion de cada fase del ciclo celular en células U937, incluyendo
una detencion en la fase S, sin disminuir la viabilidad celular [77].

Por ultimo, Lehmann y McCabe [84] mostraron que en células U937 expuestas a
arsenito (5 uM) se genera un arresto de la fase S del ciclo celular, ademas, sugieren que el
arresto es debido a una disminucion en los niveles de CDC25A, tanto del mensajero como
su proteina. Se sabe que esta fosfatasa regula el transito durante la fase S del ciclo celular y
su disminucidn condiciona el arresto. Por Ultimo, dejan abierta la interrogante sobre como o
quién genera la regulacion de CDC25A.

Dado el incremento de células en la fase S del ciclo celular apreciado en los reportes
previos, es probable que el aumento del estrés oxidativo contribuya de manera significativa
a la inhibicion de la progresion del ciclo celular, de manera dependiente de la actividad

transcripcional de p53.

3. JUSTIFICACION

La exposicion cronica al arsénico provoca diferentes problemas de salud en
personas expuestas, principalmente a través de agua contaminada con este metal, entre los
cuales el cancer en diversos 6rganos ocupa un lugar importante. Los efectos adversos sobre

la salud provocados por la exposicion al arsénico estan relacionados en gran medida por el
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estrés oxidativo debido al aumento de la produccion de ROS. El aumento de ROS
condiciona la alteracion de las biomoléculas celulares, entre ellas, el DNA, lo cual dispara
diferentes mecanismos de defensa para tratar de reparar el dafio y asi evitar la muerte
celular. Los mecanismos que se activan son dependientes de diferentes participantes, pero
uno de los principales es la activacion de las vias reguladas por p53. Sin embargo, los
mecanismos de repuesta alin no estan bien definidos, en el caso particular de p53, atin no se
conocen en su totalidad cuales son los blancos antioxidantes de p53 que participan en la
respuesta contra el estrés generado por arsénico, ademas, tampoco se conocen claramente
cuales son los blancos de p53 que pudieran participar en el arresto de la fase S del ciclo
celular. El entendimiento de los mecanismos moleculares en respuesta al arsénico podra dar
luz a la cadena de procesos que pudiesen llevar al desarrollo de céncer u otras
enfermedades en personas expuestas a este metal para luego buscar tratamientos adecuados

para impedir estos efectos nocivos.

4. HIPOTESIS

El tratamiento celular con arsénico ocasionara que p53 regule los efectos producidos
por la presencia de este metal de una forma dual, por un lado mediante la regulacién de
genes que intervienen en las vias metabolicas para la eliminacion de las ROS, y por el otro,
mediante la regulacion del ciclo celular para permitir la reparacion del dano al DNA

generado por estrés oxidativo.

5. OBJETIVOS
5.1 General

Determinar la participacion de p53 en la regulacion del ciclo celular en respuesta a

las especies reactivas de oxigeno generadas por el tratamiento celular con arsénico.

5.2 Especificos
- Analizar el efecto de las ROS producidas por el NaAsO2 sobre el ciclo celular en un

contexto p53+/+ y p53'/'.
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Analizar la expresion de genes responsivos a p53 que participan en el control de
ROS generadas por NaAsO,.

Determinar si p53 se une directamente a los promotores de genes responsivos a esta
proteina y que participan en el control de ROS.

Analizar la expresion de genes responsivos a pS3 que participan en el arresto de la
fase S del ciclo celular en respuesta al NaAsO,.

Determinar si la proteina p53 se une a los promotores de los genes involucrados en

el arresto de la fase S del ciclo celular en respuesta al NaAsO..

29



6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivos

Se prepar6 una solucion stock de arsenito de sodio (NaAsO,) (Sigma Chemical, MO,
EE.UU) disuelto en agua desionizada a una concentracion final de 100 mM, se esterilizo
por fitltracién y se almacend a -70 © C. La solucion stock se diluy6 a concentraciones de
trabajo en PBS. Una solucion de pifitrina-a (PFTa) (Sigma Chemical, MO, EE.UU.) en
dimetil sulfoxido fue preparada a una concentracion de 20 mg/ml, almacenandose a -70 °
C. La catalasa (Sigma Chemical, MO, EE.UU.) se prepard a una concentracion final de 40
U/L

7.2 Cultivos celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares, todas ellas obtenidas de ATCC (VA, EE.
UU.):
- La linea celular MCF-7 (p53*'") derivada de cancer de mama humano se cultivé en placas
de cultivo en medio minimo esencial (MEM, Sigma Chemical, MO, EE.UU.) suplementado
con suero fetal bovino al 7%, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), penicilina
(50 mg/ml) y estreptomicina (50 g/ml).
- La linea celular H1299 (p53™) derivada de cancer de pulmén humano se cultivé en placas
de cultivo en medio RPMI (Sigma Chemical, MO, EE.UU.) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (I mM ), penicilina (50 mg/ml)
y estreptomicina (50 mg/ml).
- La linea celular RKO (p53*"") derivada de cancer de colon humano se cultivé en placas de
cultivo en medio DMEM (Sigma Chemical, MO, EE.UU.) suplementado con suero fetal
bovino al 7%, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), penicilina (50 mg/ml) y
estreptomicina (50 mg/ml).
- La linea celular RKO-E6 (p53*"") generada a partir de la linea RKO mediante transfeccion
con el vector pPCMV-EG6 se cultivo en placas de cultivo en medio DMEM (Sigma Chemical,
MO, EE.UU.) suplementado con suero fetal bovino al 7%, L-glutamina (2 mM), piruvato
de sodio (1 mM), penicilina (50 mg/ml) y estreptomicina (50 mg/ml).

Todas las lineas celulares se incubaron en una atmdsfera humidificada con 5% de

CO, a 37 °Cy se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial.
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7.3 Analisis de ciclo celular

Para determinar los perfiles de ciclo celular en las lineas MCF-7, H1299, RKO y
RKO-E6, 1x10° células fueron tratadas con 5 uM (MCF-7 y H1299) 6 10 uM (RKO y
RKO-E6) de NaAsO,. Las células se cosecharon a diferentes tiempos post-tratamiento 6, 12,
24y 36 h en el caso de la lineas MCF-7 y H1299 y hasta 72 h en el caso de las células RKO
y RKO-E6. Posterior a cada uno de los tratamientos, la monocapa de células se lavo en 2
ocasiones con PBS 1X y se despegd incubando con 1 ml de tripsina por 3 minutos a 37 °C
posterior a lo cual se inactivo agregando 1 ml del medio de cultivo correspondiente. Se
colectaron las células en tubo y se centrifugaron a 450 g por 5 min. Se retird el
sobrenadante y se fijan con 1 ml de solucion fria de PBS/etanol al 80% durante toda la
noche a -20 °C. Para el analisis del ciclo celular, las células fijadas se lavaron dos veces con
PBS 1X y se centrifugaron a 700 g durante 3 min. Después de los lavados, las células se
incubaron con yoduro de propidio (100 g/ml), RNasa A (1 mg/ml) y PBS durante 1 hora en
bafio maria a 37 °C. El contenido de DNA se determiné por citometria de flujo utilizando el
citometro de fluyjo FACSCalibur (Becton Dickinson, NC, EE.UU.). Se analizé6 un minimo
de 20,000 células por muestra. Los datos fueron recogidos y analizados mediante el
software ModFit (Modfit Verity Software House, ME, EE.UU.).

Ademas, en algunos experimentos con la linea celular MCF-7, se llevo a cabo el
procedimiento antes descrito pero utilizando co-tratamientos celulares agregando 5 uM de

NaAsO; + 30 mM de pifitrina o 5 uM de NaAsO, + 2000 U/ml de catalasa.

7.4 Deteccion de intracelular de ROS

La deteccion intracelular de ROS se realizd por medio de un reactivo fluorescente
sensible a la oxidacion, la 5-(y 6)-carboxi-2',7'-diclorohidrofluorescein-diacetato (carboxi-
H,DCFDA) (Sigma Chemical, MO, EE.UU.). El H,DCFDA es metabolizado por esterasas
no especificas generando el producto no fluorescente, 2',7'-diclorodihidrofluoresceina, el
cual, al estar en contacto con ROS se oxida al producto fluorescente, DCF y esta emision de
fluorescencia puede ser cuantificada. En resumen, 1x10° células MCF-7 6 H1299 se
incubaron con 5 pM de NaAsO2 por 6, 12, 24 y 36 h. Posteriormente, las células se lavaron
2 veces con PBS 1X y se incubaron con 5 uM de H2DCFDA a 37 °C durante 30 min. Las
células fueron lavadas dos veces con PBS 1X, se tripsinizaron, y se resuspendieron en PBS.

La fluorescencia generada por la carboxi-DCF se detectd por citometria de flujo en equipo
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FACSCalibur. Se analizaron 10,000 eventos en cada muestra. Los niveles de ROS se
expresaron como una intensidad media de fluorescencia, que fue analizado mediante el

software ModFit.

7.5 Extraccion de RNA total

El RNA total fue extraido a partir de células MCF-7 y H1299 después del
tratamiento con 5 pM de NaAsO,, 5 uM de NaAsO, + 30 mM pifitrina-a 0 5 pM de
NaAsO2 + 2000 U/ml de catalasa por 6, 12, 24 y 36 h utilizando el método de Trizol
(Invitrogen, CA, EE.UU.). Para realizar la extraccion de RNA, las células fueron lavadas 2
veces con PBS 1X. Después se afiadido 1 ml de TRIzol y las células se despegaron con la
ayuda de un raspador. Toda la mezcla se transfirié a un tubo para microcentrifuga y se
incubd 5 min a temperatura ambiente para favorecer la lisis de las células, después se
adicionaron 200 pl de cloroformo y se agité vigorosamente para homogenizar las fases, se
dejo incubando 5 min a temperatura ambiente para luego centrifugar 15 min a 13,000 rpm a
4 °C con el fin de separar la fase orgéanica de la acuosa. La fase acuosa se transfirié a un
microtubo de 1.5 ml y se afiadié 0.5 volumenes de isopropanol (con respecto a TRIzol
empleado) con el fin de precipitar el RNA. Las muestras se incubaron a —20 °C por 20 min,
luego se centrifugaron 30 min a 13,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se decantd, y se lavo la
pastilla de RNA con 1 ml de etanol al 75%. Se centrifugd durante 10 min a 13,000rpm a
4°C, se decanto el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. El boton se resuspendio en 25 pl
de agua bidestilada desionizada estéril y se le agregaron 3 pl de Buffer de DNAsa RQ1
(10X, Clontech) y 2 pl de DNAsa RQ1 (1 U/ul, Clontech). Esta reaccion se incub6 por 1 h
a 37 °C, una vez finalizada la reaccion, la DNasa se inactivo afiadiendo 3 pl de DNasa Stop
Solution (Clontech) y se incubd a 65 °C durante 15 min. El RNA extraido se cuantifico

mediante espectrofotometria para determinar su concentracion y se almaceno a -80 °C.

7.6 RT-PCR

El cDNA se sintetizd a partir de 2 pg de RNA total. Para llevar a cabo la
retrotranscripcion se empled como “primer” Oligo(dT)15, que hibrida con la region de poli
A de los mRNA. Para la reaccion de retrotranscripcion se agregaron, 1 pl de oligo(dT), Sul

de Buffer MMLV RT (5X, Promega), 5 ul de una mezcla de dNTPs (25mM), 0.6 ul de
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RNAsin (Promega, WI, EE.UU.), 1 pul de retrotranscriptasa M-MLV (1 u/pl; Promega, WI,
EE.UU.) en un volumen final de 25 pl. En la reaccion de retrotranscripcion primero se
afiadio Oligo (dT) a los 2 ng de RNA incubandose por 5 min a 65 °C, para luego incubarlo
5 min a 4 °C. Finalmente se afiadi6 el resto de los componentes de la reaccion y se incub6 a
42 °C durante 1.5 horas. El cDNA se almacen¢ a -20 °C.

Para las reacciones de PCR se utilizaron 100ng de cDNA y los oligonucledtidos especificos
de cada gen (tabla 2). Todas las reacciones se hicieron bajo las siguientes condiciones, 1.5
mM de MgCl,, 10 pmol del primer correspondiente y 0.1 mM de cada deoxinucledsido
trifosfato (ANTPs). Las condiciones de la reaccion fueron: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, 35
ciclos: a 1) 95 °C por 45 s, 2) 60 °C por 1 miny 3) 72 °C por 45 s. Y una extension final de
72 °C durante 10 min.

7.7 PCR en tiempo real (QPCR)

Para las reacciones de RT-PCR en tiempo real se empled el kit Maxima SYBR
Green qPCR (Thermo Scientific, OR, EE.UU.). Para cada reaccion de 15 pl, 100 ng de
cDNA se mezclaron con 7.5 pl de la mezcla de reaccion 2X de Maxima SYBR Green, 0.7
ul de los oligonucleotidos especificos (10 pmol/l) y 4 pl de agua desionizada estéril. Las
condiciones de reaccion fueron: 1 ciclo a 95 °C durante 15 min, seguido por 40 ciclos de
95 °C durante 45 s, y 60 °C durante 1 min. Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado.

Las secuencias de los oligonucleotidos usados se muestran en la tabla 2.

7.8 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

La inmunoprecipitacion de la cromatina se realiz6 utilizando el Chromatin
Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Upstate, CA, EE. UU.) a partir de 1x10° células
MCF-7 después de ser tratadas con 5 puM de NaAsO, por diferentes tiempos. Esta
inmunoprecipitacion se realiz6 empleando los anticuerpos especificos anti-p53 (anticuerpo
DO-1, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE.UU.), anti-ATF3 (anticuerpo C-17x, Upstate
Biotechnology, NY, EE.UU.) o una IgG no especifica (Santa Cruz Biotechnology, CA,
EE.UU.).

El ensayo se realizd a las 6, 12 y 24 h post-tratamiento. A cada cultivo se le retir6 el
medio de cultivo y se aplicaron 2 lavados con PBS 1X, posterior a lo cual se agregé medio

MEM con 1% de formaldehido (concentracion final), se incubd por 15 min a 37 °C en
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atmosfera humeda y 5 % de CO,, con el propodsito de generar un entrecruzamiento entre
proteinas y DNA. Luego, las células se lavaron dos veces con PBS 1X frio que contenia
inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 1 mg/ml de aprotinina y 1 mg/ml de pepstatina A).
La monocapa de células se despegd con 1 ml de PBS 1X mas inhibidores de proteasas con
la ayuda de un fragmento de teflén (“gendarme”). Las células se transfirieron a tubo de 1.5
ml se centrifugd 4 min a 2000 rpm a 4 °C, se decanto el sobrenadante y la pastilla celular
(“pellet”) se resuspende con 300 pl de buffer de lisis (SDS al 1%, 10 mM de EDTA, 50
mM de Tris pH 8.1, 1 mM PMSF, 1 mg/ml de aprotinina y 1 mg/ml de pepstatina A) y se
incub6 por 10 min en hielo. Con la ayuda de un sonicador, las muestras se sonicaron
durante 15 ciclos compuestos por 30 s de sonicado al 30% de “Cycle Duty” y nivel 3 de
“output”, seguido de pausas de 30 s. El sonicado permitioé generar fragmentos de cromatina
entre 200 y 600 pb. Después, los fragmentos se centrifugaron por 15 min a 13,000 rpm y 4
°C, recuperando el sobrenadante y diluyéndolo 10 veces en buffer de dilucion (0.01% de
SDS, 1.1% de triton X-100, 1.2 mM de EDTA, 16.7 mM de Tris-HCI pH 8.1, 167 mM de
NaCl, 1 mM de PMSF, 1 mg/ml de aprotinina y 1 g/ml de pepstatina A); en este punto se
recuperaron 200ul de la muestra y se almacenaron como muestra “Input” a -20 °C. Para
disminuir las interacciones no especificas, las muestras fueron pre-aclaradas con 75 ul de
proteina A agarosa (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE.UU.) agitandose durante 30 min a
4 °C. Luego la muestra se centrifugd 2 min a 2000 rpm a 4 °C, el sobrenadante se transfirio
a un microtubo y se incubd con 5 pg del anticuerpo correspondiente durante toda la noche a
4 °C en agitacion. Al dia siguiente, se llevo a cabo la inmunoprecipitacion incubando las
muestras con 60 pl de proteina A agarosa durante 1 h a 4 °C en agitacion. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, los inmunocomplejos se precipitaron centrifugando
por 2 min a 2000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se descart6 y los inmunocomplejos-poteina
A-Agarosa se resuspendieron en Iml de “Low Salt Immune Complex Wash Buffer”, se
incubaron por 5 min a 4 °C en agitacion, y se precipitaron centrifugando a 2000 rpm por 2
minutos a 4 °C. Este procedimiento se repitid 1 vez con “High Salt Immune Complex Wash
Buffer”, 1 vez con “LiCl Immune Complex Wash Buffer” y 2 veces con “TE Buffer”. Una
vez que finalizaron los lavados se realizd la liberacion de los inmunocomplejos
resuspendiendo la muestra en 250ul de “Elution Buffer” (0.1% de EDTA, 0.1M de

NaHCO3), incubandola 15 min a temperatura ambiente en agitacion, se centrifugd 2 min a
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2000rpm a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un microtubo nuevo y la pastilla de proteina
A-agarosa se volvid a resuspender en 250ul de “Elution Buffer” repitiendo el proceso
anterior, uniendo este sobrenadante con el sobrenadante anterior. Una vez eluido el
inmunocomplejo se prosiguiod a revertir el entrecruzamiento agregando 20 pl de NaCl 5M e
incubando a 65 °C durante 4 h, la reversion del entrecruzamiento también se realizo en las
muestras Input. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadid 1pl de proteinasa
K (20mg/ml), 10ul de EDTA (0.5M) y 20ul de TrisHCI (1M, pH 6.5) y se incub6 2 h a 45
°C con el fin de digerir la proteina y dejar unicamente los acidos nucleicos. Al finalizar la
digestion de las proteinas se purific6 el DNA mediante una extraccion fendlica
(fenol/cloroformo/alcohol isoamilico). Una vez que se termind de purificar, el DNA se
precipitd afiadiendo 100 pl de NaCl 5M y 2 volimenes de isopropanol, incubando a -20 °C
durante toda la noche. Se centrifugd durante 45 minutos a 13000 rpm a 4 °C, se decant?6 el
sobrenadante y la pastilla se lavo con 500ul de Etanol al 75%, se centrifugd 15 minutos a
13,000 rpm a 4 °C, se decantd y se dejo secar. El DNA se diluyd en agua bidestilada
desionizada estéril y se almacené a -20 °C. El DNA inmunoprecipitado se analiz6 por
qPCR. Las secuencias de los oligonucleotidos usados se muestran en la tabla 2. El uno por

ciento de la muestra (sin anticuerpo afiadido) se utilizd como la cromatina de entrada total.

GEN FORWARD REVERSE

RT-PCR

GADD45 | TGA CTT TGG AGG AAT TCT CGG ATG AAT GTG GAT TCG TCA CCA

14-3-3¢ AGA GAC ACA CAGAGT CCGGCATT | TCC ACCTTC TCC CGG TAC TCA

qPCR

Bactina GCG GGA AAT CGT GCG TGA CATT GAT GGA GTT GAA GGT AGT TTC
GTG

p21 AAG CCA TGT GGA CCT GTC A GGC TTC CTC TTG GAG AAG AT

Killina ACT CGG CTC GTT TGC CGT GTT TGG ATG TGG GT

ATF3 GCC ATT GGA GAG CTG TCT TC GGG CCA TCT GGA ACA TAA GA

CDC25A | TAG ATT CTC CTG GGC CAT TG GCT GGA GCT ACA CAG GGA AG

SESN1 TTC TGG AGG CAG TTC AAG CA TGA AGG AAA GGC ATC AGG TC

TIGAR ACT CAT GCT TTC TCC AGT GAT TCC TTT CCC GAA GTCTTG AG
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SESN2 TGA CTA TGA TTA TGG GGA GGT AAG AGG TTG TAC ATT CTT CGG

ChIP

p21 AGA GTA ACA GGC TAA GGC TTA | TGT GGC TCT GAT TGG CTT TCT
CCT GGC

Killina GGT ACC TCT GGG TGC GAG CG AGA TCT CGT TAT CCT CGC CTC

ATF3 TTC CCA GCC TCA CCT AGT CT TCT CTC TCC ATA TCA GGA CC

CDC25A- | CAA AGC TGG GGC TGA GAT AG ATG CAT TTT GGC ACA CTT GA

1

CDC25A- | GAA AAC CAA GCC GACCTA CA ATT TTG ATC CCC GCT CTT CT

2

SESN1 ACA GCCTTT AAA GTG GGG AC GTA AAT TAT AAG AAG CTG GCG A

SESN2 AAA GGG TCA GAT AAA ACA TGT AA AAT ATG TTG CCC AGG CTG GT

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados para amplificacion de regiones génicas especificas.

7.9 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism ® v6.0. Los
resultados representan la media de al menos tres experimentos independientes; bar + S.D.
Se utiliz6 la prueba estadistica de varianza (test ANOVA) para el analisis de las diferencias
entre multiples grupos (se comparan las condiciones diferentes en todos los tiempos
estudiados). Se utiliz6 la prueba t de Student para determinar la significacion estadistica de
las diferencias en los valores entre dos grupos (andlisis entre dos condiciones diferentes

para cada tiempo). La significacion estadistica se definid como valor de p <0.05.

8. RESULTADOS

8.1 La respuesta de freno en el ciclo celular que provoca el tratamiento con NaAsQO; es
dependiente de p53.

Como se menciond previamente, el ciclo celular se modifica en respuesta a la
exposicion al arsénico. En multiples estudios se ha demostrado que las células se pueden

arrestar en las fases G1, S y G2/M dependiendo del tipo celular, dosis y tiempos de

38



exposicion. Particularmente, en nuestro grupo de trabajo se ha reportado que el ciclo celular
sufre un arresto en la fase S por la exposicion por periodos cortos al NaAsO,, razén por la
cual se realiz6 el andlisis del ciclo celular de la linea MCF-7 en respuesta al tratamiento con
5 uM de NaAsO; por 6, 12, 24 y 36 h. Los perfiles del ciclo celular se evaluaron en las
células tefiidas con ioduro de propidio mediante analisis de FACS (Fluorescence-Activated
Cell Sorting). Como se puede apreciar en la figura 8, existe un aumento en el porcentaje de
células en la fase S del ciclo celular a tiempos cortos post-tratamiento (desde las 6 h)
alcanzando un pico méaximo a las 12h (49 %; p<0.0001) en comparacion con las células no
tratadas (25 %). Posterior al incremento observado a tiempos cortos, se puede apreciar que
hay una disminucién considerable en el porcentaje de células en esta fase del ciclo celular,
con un 36 % a las 24 h hasta un 12% a las 36 h post-tratamiento. Por ultimo, cabe destacar
que las células MCF-7 tratadas por tiempos prolongados con NaAsO; (24 y 36 h) presentan
un aumento en el porcentaje de células en la fase SubG1 (11 y 44 % respectivamente), lo
cual nos indica que las células expuestas a dosis elevadas de arsénico por tiempos
prolongados sufren muerte celular.

Como se aprecia, el ciclo celular sufre una detencion transitoria en la fase S cuando
las células estan expuestas a un elemento causante de estrés como el arsénico. Un factor de
gran importancia a considerar cuando se habla de regulacion de ciclo celular es p53. La
linea celular MCF-7 utilizada en este analisis expresa de manera normal la forma silvestre
de la proteina p53, que podria participar de manera importante en la detencion detectada en
la fase S del ciclo celular. Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada por esta
caracteristica en estudios que evaliian modificaciones en el ciclo celular generados por el

arsénico [85,86].
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FIGURA 8. Efectos del
NaAsO; en el ciclo celular
de la linea MCF-7. Perfiles
de ciclo celular obtenidos
mediante analisis por FACS
en células MCF-7 (tefiidas
con ioduro de propidio) no
tratadas o tratadas con 5 uM
de NaAsO, a los tiempos
indicados (A). Los valores
del eje X corresponden al
contenido de DNA, y los del
eje Y corresponden al
nimero de eventos
detectados. B) Grafica que
indica el porcentaje de
células detectadas en cada
fase del ciclo celular
obtenidas por FACS. Los
valores son indicados como
promedios y S.D. calculados
a partir de tres ensayos
independientes. Linea
acotada  indica  analisis
estadistico mediante test
ANOVA, ****= p <0.0001.

NT, no tratado; As, NaAsO,.

. +/+ . .y
Para comprobar que la presencia de p53" es importante para esta regulacion, se

realizé el analisis de ciclo celular mediante FACS en la linea celular H1299 en la cual

ambos alelos de p53 estan ausentes (p537), por lo que su regulacién sobre el ciclo celular

estd completamente abolida. Las células H1299 fueron tratadas con 5 pM de NaAsO; por 6,

12,24 y 36 h, se fijaron y se tifieron con ioduro de propidio para ser analizadas por FACS.

Como se observa en la figura 9, el tratamiento con arsénico solo generd un pequefio

incremento en el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular a las 12 h post-
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tratamiento (5 %; p <0.0001), sin embargo, el porcentaje de células en la fase SubGl

aument6 considerablemente desde las 24 h (20 %; p <0.0001) en comparacion con lo

observado en la linea celular MCF-7 (11 %).
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Figura 9. Efectos del NaAsO,
en el ciclo celular de la linea
H1299 (p537). Perfiles de
ciclo celular obtenidos
mediante analisis por FACS a
partir de células H1299
(tefiidas con ioduro de
propidio) no tratadas o tratadas
con 5 pM de NaAsO, a los
tiempos indicados (A). Los
valores del eje X corresponden
al contenido de DNA, y los del
eje Y corresponden al nimero
de eventos detectados. B)
Grafica que indica el
porcentaje de células
detectadas en cada fase del
ciclo celular obtenidas por
analisis FACS. Los valores
son indicados como promedios
y S.D. calculados a partir de
tres ensayos independientes.
Linea acotada indica analisis
estadistico ~ mediante  test
ANOVA, ****= p <0.0001.
NT, no tratado; As, NaAsO,.

Como se puede apreciar, la presencia de la proteina p53 es fundamental para regular

la progresion del ciclo celular a través de la fase S, ya que cuando p53 se encuentra

presente (células MCF-7), hay una detencion de las células en la fase S a diferencia de las

células p53™ (células H1299) que no se detienen en esta fase del ciclo. Como consecuencia

se observa que las células H1299 se van a muerte celular desde las 12 h posteriores al estrés
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generado por el arsénico, fendomeno que se observa en las células MCF-7 solo a tiempos
prolongados post-tratamiento (36 h). Estos datos sugieren que cuando se encuentra presente
p53, las células probablemente tratan de resolver el dafio a nivel de DNA generado por el
arsénico y por esto, las células se frenan en esta fase del ciclo celular, y al no conseguirlo,
se inicia el proceso de muerte celular.

Los datos anteriores nos permiten asumir la importancia que tiene p53 en la
respuesta celular contra el estrés generado por el arsénico, aunque este efecto fue observado
en dos lineas celulares con un fondo genético diferente, MCF-7 que deriva de cancer de
mama y H1299 derivadas de cancer de pulmoén, lo cual podria implicar que los datos
obtenidos fueran debidos en parte, a las diferencias en el fondo genético.

Para comprobar que el arresto en la fase S del ciclo celular fuera el resultado de la
presencia de p53 funcional bajo un mismo contexto genético, se analizo el efecto del

NaAsQO, sobre el ciclo celular en las lineas celulares RKO p53+/+

(derivada de cancer de
colon) y RKO-E6 p53™*. Ambas lineas celulares expresan de forma nativa y funcional la
proteina p53, sin embargo, la linea RKO-E6 expresa la oncoproteina E6 que lleva a p53 a
degradacion, por lo que sus niveles basales disminuyen de manera significativa [87],
logrando una linea celular virtualmente sin p53.

Se realiz6 analisis por FACS del ciclo celular en las lineas RKO y RKO-E6 (fijadas
y tefiidas con ioduro de propidio) tratadas con 10 uM de NaAsO; por diferentes tiempos
desde 3 hasta 72 h.

En el caso de la linea celular RKO, las células fueron tratadas por 3, 6, 9, 12, 24, 36,
48 y 72 h. Como se puede apreciar en los perfiles de ciclo celular (FIG. 10), se observa que
hay un aumento significativo en el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular,
principalmente a tiempos muy tempranos, a las 3 y 6 h post-tratamiento (44 y 33 %
respectivamente; p <0.0001) en comparacion con las células no tratadas, que en el mismo
periodo presentan un 25 y 17 % de células en esta misma fase del ciclo celular. Posterior a
esta fase temprana post-tratamiento, las células arrestadas en la fase S se recuperan
reintegrandose a las siguientes fases del ciclo. Cabe destacar que aunque el arresto en la
fase S es transitorio, se produce un segundo arresto con periodos de exposicion al NaAsO,
mas prolongados, observandose un arresto en la fase G1 que se presenta desde las 24 h y se

continta hasta las 72 h, encontrandose 60 % de células a las 24 h, 62 % a las 36 h, 60 % a
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las 48 h 'y 69 % a las 72 h post-tratamiento. En contraste, cuando las células no son

sometidas al estrés causado por el arsénico, el porcentaje de células en la fase G1 durante

estos mismos periodos de tiempo son de 52, 44, 49 y 52 % respectivamente, indicando que

las células tratan de responder ante este factor de estrés y reparar el posible dafio causado al

material genético.
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FIGURA 10. Efectos del
NaAsQO; en el ciclo celular
de la linea RKO. Perfiles
de ciclo celular obtenidos
mediante  analisis  por
FACS a partir de células
RKO (tefiidas con ioduro
de propidio) no tratadas o
tratadas con 10 pM de
NaAsO, durante 3, 6, 9,
12, 24, 36, 48 y 72 h (A).
Los wvalores del eje X
corresponden al contenido
de DNA, y los del eje Y
corresponden al numero
de eventos detectados. B)
Grafica que
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del ciclo celular obtenidas
por analisis FACS. Los
valores son indicados
como promedios y S.D.
calculados a partir de tres
ensayos independientes.
La linea acotada indica el
analisis estadistico

mediante test ANOVA,

Por otro lado, se llevo a cabo el mismo analisis en un contexto basado en la

deficiencia de p53 pero con el mismo fondo genético. Para tal efecto, se realizo analisis de

ciclo celular mediante FACS en células RKO-E6 (fijadas y tefiidas con ioduro de propidio)
tratadas con 10 uM de NaAsO, durante 3, 6, 12, 24, 36, 48 y 72 h. Como se observa en la

figura 11, no hay ninguna afectacién en la progresion del ciclo celular en las células
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tratadas con arsénico a ninguno de los tiempos estudiados ya que estas células presentan el

mismo patron de comportamiento que las células no tratadas.
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Los resultados anteriores nos permiten comprobar que independientemente del
fondo genético celular (lineas celulares RKO y RKO-E6), la presencia de p53 es
indispensable para generar una respuesta contra el estrés generado por la administracion de
arsénico. Hasta este punto, los resultados sugieren que esta respuesta es la detencion de la
progresion del ciclo celular, tanto en la fase S (tiempos cortos post-tratamiento) como en la
fase G1 (tiempos prolongados post-tratamiento).

Finalmente, una vez que se comprobd que los efectos sobre el ciclo celular son

similares sin importar el fondo genético, los siguientes ensayos se llevaron a cabo en las
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lineas celulares MCF-7 y H1299, ya que la dosis de NaAsO; requerida para observar los

efectos en ciclo celular en las lineas RKO y RKO-E6 es demasiado alta.

8.2 La actividad de regulador transcripcional de pS3 es necesaria para generar el
arresto en la fase S del ciclo celular inducido por NaAsO;.

Como se aprecia en los resultados previos, la presencia de p53™" es indispensable
para generar el arresto en la fase S del ciclo celular que se observé en las lineas celulares
MCF-7 y RKO, por lo que el siguiente paso fue determinar si ademas de la presencia de
p53 se requiere de su actividad como regulador transcripcional.

Para tal proposito, se utilizé el farmaco pifitrina o que es un compuesto que bloquea
selectivamente la actividad transcripcional de p53 [88], de esta forma se determina el efecto
sobre el ciclo celular que puede tener p53 si se inhibe su capacidad de regulador
transcripcional. En este sentido, las células MCF-7 fueron tratadas con 5 uM de NaAsO; o
co-tratadas con 5 uM de NaAsO;, + 30 uM de pifitrina o durante 6, 12, 24 y 36 h. Las
células fueron fijadas, tefiidas con ioduro de propidio y analizadas mediante FACS para
determinar los perfiles de ciclo celular. En la figura 12 se observa que las células tratadas
con NaAsQO; presentan el arresto en la fase S del ciclo celular que previamente se evidencio
desde las 6, 12 y 24 h post-tratamiento (42, 49 y 37 % de células respectivamente). Como
se esperaba, el co-tratamiento con NaAsO, + pifitrina a inhibid la actividad de p53 por lo
que el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular disminuy6 drasticamente en los
mismos tiempos post-tratamiento (6 h-31 %, 12 h-32 % y 24 h-23 %; p < 0.0001),
alcanzando niveles cercanos a los observados en las células tratadas tUnicamente con
pifitrina a. Ademas, es importante hacer notar que las células tratadas con pifitrina o
presentan un aumento importante en el porcentaje de células en la fase subGl a las 24 y 36
h post-tratamiento (39 y 62 %, respectivamente) en comparacion con las células tratadas
solamente con arsénico (11 y 44 %, respectivamente), a pesar de que se esta inhibiendo la
actividad transcripcional de p53.

Con los resultados anteriores se puede afirmar que el arresto en la fase S del ciclo
celular en respuesta al estrés generado por el arsénico es dependiente de la actividad
transcripcional de p53, ademads, sugieren que existen genes blanco de p53 que pudieran

estar involucrados en el retraso de la muerte celular ocasionada por el arsénico ya que la
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ausencia de una proteina p53 funcional genera un aumento en el porcentaje de células en la

fase subGl a tiempos mas tempranos post-tratamiento.
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8.3 p53 protege a las células de la acumulacion excesiva de ROS generadas por el
arsénico

Como se ha visto hasta este momento, el arsénico ocasiona una respuesta celular
dependiente de p53 que trata de proteger contra el dafio inducido por este metal. Como es
bien sabido, la exposicion al arsénico induce la generacion intracelular de ROS que en
ultima instancia conduce a generacion de estrés oxidativo que puede provocar dafio
oxidativo del DNA. La célula trata de reparar este dafio favoreciendo la detencion del ciclo

celular y asi evitar que exista division celular con mutaciones que podrian llevar al
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desarrollo de diferentes enfermedades; cuando el dafio no es reparado, el resultado es la
muerte celular.

Para evaluar la posible participacion de ROS en el arresto de la fase S del ciclo
celular, se midieron sus niveles relativos en la linea celular MCF-7 tratada con arsénico.
Para tal efecto, se utilizo el reactivo carboxi-H,DCFDA, el cual, al estar en contacto con
ROS se oxida emitiendo una fluorescencia que es medida por citometria.

Las células MCF-7 fueron tratadas con 5 uM de NaAsO; durante 6, 12, 24 y 36 h,
posteriormente se aplica la carboxi-H,DCFDA e inmediatamente se evalud la fluorescencia
emitida mediante FACS. En la figura 13 se observa que existe un ligero pero constante
incremento en los niveles relativos de ROS que alcanza sus maximos niveles entre las 12 'y
24 h post-tratamiento (1.5 a 2 veces, respectivamente; p <0.005). Este aumento del estrés
oxidativo coincide con el aumento en el porcentaje de células detenidas en la fase S del
ciclo celular (FIG. 8), lo que implicaria que las células responden al aumento de ROS con
una detencion del ciclo celular para tratar de contrarrestar los efectos producidos por el
estrés oxidativo, como un posible dafio al DNA. Ademads, el aumento progresivo en los
niveles de ROS coincide con el aumento en el porcentaje de células en la fase subG1 (FIG.
8) sugiriendo que existe una relacion directa entre el dafio generado por estrés oxidativo y
la induccidn de muerte celular.

Como se menciond, hay una correlacion directa entre el aumento relativo de ROS y
el aumento del porcentaje de células en la fase S del ciclo celular. Para determinar que
efectivamente se tratara de una relacion directa, se utilizé el antioxidante catalasa para
revertir el estrés oxidativo generado por el arsénico. Se realizd la evaluacion del ciclo
celular en células MCF-7 tratadas con NaAsO; y catalasa durante 12 h. En la figura 14 se
observa que la administracion del antioxidante catalasa resulta en la inhibicion del arresto
en la fase S del ciclo celular observado en las células tratadas con NaAsO,, indicando que
el aumento de ROS generado por el arsénico podria ser el causante directo de los efectos

observados a nivel de ciclo celular.
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FIGURA 13. Efectos de la
exposicion al NaAsO, en la
generacion de ROS en la linea
celular MCF-7. A) Histogramas
representativos de la fluorescencia
relativa generada por la oxidacion de
carboxi-H,DCFDA en células MCF-
7 no tratadas (histograma
anaranjado) o tratadas con 5 pM de
NaAsO, (histograma gris) por los
tiempos indicados. Como control de
produccion de ROS se muestra la
fluorescencia relativa generada por el
tratamiento de las células MCF-7 con
H,0, al 0.3% por 1 h. Los perfiles
son representativos de 3 ensayos
diferentes. B) Grafica que representa
los niveles relativos de ROS
generados en la linea celular MCF-7
por la exposicion al arsénico. Se
muestra el resultado de la
fluorescencia promedio detectada por
la oxidacion de carboxi-H,DCFDA.
Los niveles relativos de ROS en las
células no tratadas se consideraron
como los valores basales para cada
uno de los tiempos de tratamiento.
Los valores son indicados como
promedios y S.D. calculados a partir
de tres ensayos independientes. La
linea  acotada indica  analisis
estadistico mediante test ANOVA,
**= p <0.005, *= p <0.05. NT, no
tratado; As, NaAsO,.

Como se esperaba, la disminucion de estrés oxidativo generado por la catalasa

condiciond una progresion del ciclo celular similar al observado en las células no tratadas.

Sin embargo, como se demostrd previamente, la produccion de ROS no es el factor mas

importante para la detencion en la fase S del ciclo, ya que la presencia de la proteina p53 es

el factor clave para generar dicho arresto y muy probablemente también lo es para

responder al estrés oxidativo generado por el arsénico.
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FIGURA 14. Efectos de 1la
inhibicion del estrés oxidativo por
el antioxidante catalasa en células
MCF-7 tratadas con arsénico.
Perfiles de ciclo celular obtenidos

A s mediante analisis por FACS a partir
As+Cat de células MCF-7 (tefiidas con
Células MCF-7 ioduro de propidio) no tratadas,
tratadas con 5 pM de NaAsO, o 5
puM NaAsO,+ 2000 U/ml de catalasa por 12 h. Los valores del eje X corresponden al contenido de DNA, y
los del eje Y corresponden al nimero de eventos detectados. Los perfiles son representativos de 3 ensayos

As'

diferentes.

Para comprobar que la presencia de p53 es determinante para controlar el estrés
oxidativo generado por arsénico, primeramente se midio el valor relativo de ROS en la
linea celular p53” H1299. Estas células fueron tratadas con 5 uM de NAsO, durante 6, 12,
24 y 36 h, para posteriormente analizar por FACS la fluorescencia emitida por el
compuesto carboxi-H,DCFDA oxidado. Como se aprecia en la figura 15, se detecté un
incremento significativo de ROS a partir de las 12 h post-tratamiento que se contintia hasta
las 36 h (6 a 7 veces; p < 0.005). Estos resultados indican que esta linea celular p53” no es
capaz de controlar ni disminuir la produccion de ROS generada por el arsénico, en
comparacion con células p53™" (MCF-7) (FIG. 13) en las que solo hay un incremento
discreto de éstos niveles.

Por tultimo, hasta este punto los resultados sugieren la posibilidad de que tanto la
induccion de muerte celular como el arresto en la fase S del ciclo celular inducidos por el
NaAsO, en células p53™", podrian estar relacionados con la produccion de especies
reactivas de oxigeno. Ademas, considerando que el aumento del estrés oxidativo fue menor
en las células MCF-7 (p53™") que en las H1299 (p53-/-), los resultados indican que los

niveles de ROS generados por este metal podrian ser regulados a través de p53.
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FIGURA 15. Efectos de la exposicion al NaAsO, en la generacion de ROS en la linea celular H1299. A)
Histogramas representativos de la fluorescencia relativa generada por la oxidacion de carboxi-H,DCFDA en
células H1299 no tratadas (histograma anaranjado) o tratadas con 5 pM de NaAsO, (histograma gris) por los
tiempos indicados. Como control de produccion de ROS se muestra la fluorescencia relativa generada por el
tratamiento de las células MCF-7 con H,0; al 0.3% por 1 h. Los perfiles son representativos de 3 ensayos
independientes. B) Grafica que representa los niveles relativos de ROS generados en la linea celular H1299
por la exposicion al arsénico. Se muestra el resultado de la fluorescencia promedio detectada por la oxidacion
de carboxi-H,DCFDA. Los niveles relativos de ROS en las células no tratadas se consideraron como los
valores basales para cada uno de los tiempos de tratamiento. Los valores son indicados como promedios y S.D.
calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica analisis estadistico mediante test
ANOVA, **=p <0.005, *=p <0.05. NT, no tratado; As, NaAsO,.
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8.4 p53 es fundamental en la regulacion de la expresion de genes responsivos al estrés
oxidativo generado por el tratamiento con arsénico.

Se ha reportado que p53 regula la expresion de genes involucrados en la respuesta
celular contra el estrés oxidativo [67,89]. Algunos de los genes que participan en la
respuesta celular al estrés oxidativo y que son regulados a través de p53 son TIGAR [57]
que es un regulador de la apoptosis y glucolisis; y las proteinas de la familia de las sestrinas
SESN 1 y SESN 2 [56] que son participantes del sistema de regeneracion de
peroxiredoxinas que son blanco de las especies reactivas de oxigeno.

Como se menciond anteriormente, la expresion de TIGAR (TP53-Induced
Glycolysis and Apoptosis Regulator) disminuye los niveles intracelulares de fructosa-2,6-
bifosfato generando la disminucion de la glucolisis y una disminucion de los niveles de
ROS. Estas funciones de TIGAR se correlacionan con su capacidad de proteccion celular
contra la apoptosis asociada a estrés metabolico y ROS [57] [58]. Para determinar la
posible participacion de TIGAR en la respuesta al estrés oxidativo dependiente de p53, se
evaluo el efecto del NaAsO, sobre la expresion de TIGAR en células p53™". En primer
lugar se realizo RT-PCR a partir de mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas con 5 uM
de NaAsO; durante 6 y 12 h. En la figura 16 se observa que la expresion de TIGAR
aumenta con el tiempo de tratamiento en comparacion con las células no tratadas. Mediante
el célculo densitométrico de las bandas observamos que existe un aumento de 2.68 y 3.52
veces de expresion a las 6 y 12 h post-tratamiento (respectivamente), indicando que el

estrés generado por el arsénico activa la expresion de este gen de respuesta contra ROS.

RT-PCR FIGURA 16. El NaAsO, estimula la expresion de
) TIGAR. Los niveles de mRNA de TIGAR fueron
mRNA TIGAAR evaluados por RT-PCR en células MCF-7 (p53*'")
Oh GNhT 12h S tratadas con 5 uM de NaAsO, durante 6 y 12 h. Se
muestra el corrimiento electroforético en gel de

TIGAR E ' .
G : - agarosa al 1.5 % de las reacciones de RT-PCR del
gen TIGAR (superior) y el gen actina

(housekeeping; inferior) a los tiempos indicados.
NT, no tratado; As, NaAsO,.

ACTINA| s s S | o s s |

Ademas del andlisis anterior que indica claramente que existe un aumento en la
expresion de TIGAR a tiempos cortos, se realizo la cuantificacion relativa de la expresion

de este gen mediante qPCR de mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas con 5 uM de
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NaAsO, durante 6, 12, 24 y 36 h con el fin de hacer un analisis més fino de la expresion del
gen en respuesta al estrés oxidativo y durante un mayor periodo de tiempo. En la figura 17
se aprecia que existen dos tiempos de tratamiento en los cuales hay una mayor expresion de
TIGAR, que son a las 12 y 24 h siendo cuatro veces mayor en comparacion con las células

no tratadas.

Niveles de expresion FIGURA 17. El NaAsO, induce la

de TIGAR activacion del gen TIGAR que es

s ik 1 responsivo a estrés oxidativo. Se realizod
* BINT|  cuantificacion relativa de los niveles de
. M As| expresion de TIGAR en células MCF-7
tratadas con 5 uM de NaAsO, durante 6, 12,
34 24 y 36 h mediante qPCR. La expresion fue

normalizada con los valores de los niveles

24 de expresion de actina a cada tiempo
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o= tratamientos aplicados y se da un valor
N & o & & . ,
i . relativo de 1. Los datos en la grafica son
Tiempo de tratamiento o .
indicados como promedios y S.D.
calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica analisis estadistico mediante test
ANOVA vy la linea N-zigzag analisis mediante t de student. ***= p <0.005, *= p <0.05. NT, no tratado; As,
NaAsO,.

Este resultado nos indica que el estrés ocasionado por el arsénico lleva a la
expresion de genes que tienen como funcidon disminuir las especies reactivas de oxigeno.
Por otro lado, la expresion aumentada a las 12 h coincide con el mayor porcentaje de
células en la fase S del ciclo celular en las células p53™", aunado a una mayor cantidad de
ROS, sugiriendo que al mismo tiempo la célula esta activando mecanismos que impiden
que el ciclo celular continlle mientras existan activos mecanismos de dafio a DNA y
activando la sobre-expresion de TIGAR para tratar de reducir el estrés oxidativo, que en
comparacion con el fondo p53” (H1299; FIG. 15) pudiese representar una respuesta
efectiva en el control de los niveles de ROS.

Ademas, a tiempos largos de exposicion al NaAsO, (24 y 36 h) comienza el
aumento de la poblacion celular SubGl indicando que el estrés fue lo suficientemente
elevado como para activar procesos de muerte celular, en este sentido, es cuando se observa

nuevamente un aumento de la expresion de TIGAR (4 veces a 36 h post-tratamiento),
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indicando que este aumento estd relacionado con la actividad anti-apoptdtica de esta
proteina sugiriendo que se activa para evitar la muerte celular.

Por otra parte, otro de los sistemas anti-estrés oxidativo regulados por p53 es el
activado por las proteinas sestrinas. Estas pertenecen a una familia de proteinas
conservadas evolutivamente que son inducibles por estrés, como dafio a DNA, hipoxia y
estrés oxidativo. La mayoria de los vertebrados expresan tres sestrinas (Sesnl-3) [90]. Dos
de estos genes, SESN1 y SESN2, son componentes del sistema de regeneracion de las
peroxiredoxinas en cooperacion con la actividad de las sulfi-redoxinas (Srx) que actian
como subunidad de la enzima cistein-sulfinil-reductasa. Sesnl y 2 reducen y reactivan las
peroxiredoxinas oxidadas, que son blancos de las especies reactivas de oxigeno [56][91]. Se
ha reportado que ambos genes son participantes importantes como mecanismos celulares
contra el estrés oxidativo. Finalmente, se ha observado que la expresion de estos genes es
dependiente de p53 quién las regula transcripcionalmente [55].

Para evaluar la participacion, en primer lugar, del gen SESN1 en la respuesta celular
mediada por p53 contra el estrés oxidativo, se determinaron los niveles de expresion
relativa de SESN1 mediante qPCR a partir de mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas
con 5 uM de NaAsO, o co-tratadas con 5 uM de NaAsO, + 30 uM de pifitrina o (para
inhibir la actividad transcripcional de p53) durante 6, 12, 24 y 36 h. El analisis cuantitativo
mediante qPCR mostré que los niveles del mRNA de SESNI en las células tratadas solo
con arsénico, aumentaron significativamente en comparacion con las células no tratadas
durante todos los tiempos post-tratamiento examinados: desde 3 veces a las 6 h, hasta 6
veces a las 12 h, manteniéndose elevados (4 veces) hasta las 36 h (FIG. 18A). En
comparacion, se observa que los niveles de SESN1, cuando las células son co-tratadas con
arsénico + pifitrina, permanecen igual a los niveles observados en células no tratadas
durante todos los tiempos estudiados. Lo resultados anteriores sugieren que el estrés
oxidativo generado por el arsénico causa un aumento en la expresion de SESNI
dependiente de la actividad transcripcional de p53. Ademads, para demostrar que SESN1 se
expresa en respuesta al estrés oxidativo generado por el arsénico, se midid su expresion
relativa mediante qPCR a partir de mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas con 5 pM
de NaAsO; o co-tratadas con 5 uM de NaAsO, + 2000 U/ml de catalasa durante 12 y 24 h.

Como se observa en la figura 18B, los niveles relativos de SESN1 aumentan hasta 5 veces
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cuando las células estuvieron expuestas al arsénico por 12 y 24 h, en cambio, cuando se
administra catalasa (enzima que disminuye ROS intracelulares) los niveles de SESNI
permanecen en valores similares a los presentes en células no tratadas, con lo que se
demuestra claramente que SESNI1 solo se expresa cuando el arsénico genera estrés
oxidativo.

Como se demostro en el ensayo anterior, SESN1 depende probablemente de la
actividad transcripcional de p53 para que se exprese cuando las células estan expuestas a
estrés oxidativo. Para corroborar que p53 es esencial para su expresion, se realiz6 mediante
qPCR la cuantificacion relativa de los niveles de SESN1 a partir de mRNA extraido de
células H1299 (p53™) tratadas con 5 pM de NaAsO, durante 6, 12, 24 y 36 h. Como se
observa en la figura 18C los niveles relativos de SESN1 no se modifican durante ninguno
de los tiempos post-tratamiento estudiados, demostrando que la expresion de este gen en

respuesta al estrés oxidativo es dependiente de una proteina p53 transcripcionalmente

funcional.
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FIGURA 18. El tratamiento con NaAsO, induce la expresion del gen SESN1 responsivo a estrés oxidativo
por un mecanismo dependiente de p53. 4) Niveles de expresion de SESN1 evaluados por qPCR en células
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MCE-7 (p53*") tratadas con 5 pM de NaAsO, o co-tratadas con 5 uM de NaAsO,+ 30 uM de pifitrina o
durante 6, 12, 24 y 36 h; o B) Niveles de expresion de SESN1 en células MCF-7 tratadas con 5 uM de
NaAsO, o co-tratadas con 5 pM de NaAsO,+ 2000 U/ml de catalasa durante 12 y 24 h. C) Niveles de mRNA
de SESN1 evaluados por gPCR en células H1299 (p53™) sin tratar o tratadas con 5 uM de NaAsO, durante 6,
12, 24 y 36 h. La expresion de SESN1 fue normalizada con los valores de los niveles de expresion de actina
en cada tiempo estudiado. Las niveles de expresion en las células no tratadas se consideran como los valores
basales para cada uno de los tratamientos aplicados y se da un valor relativo de 1. Los datos en la graficas son
indicados como promedios y S.D. calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica
analisis estadistico mediante test ANOVA y la linea N-zigzag analisis mediante ¢ de student. ****= p <0.0001,
***=p <0.005. NT, no tratado; As, NaAsO,; Pa, pifitrina a; Cat, catalasa.

Por ultimo, se han identificado varios sitios putativos de union a p53 en el promotor
del gen SESN1 [92]. Para determinar si existe una interaccion directa de la proteina p53
con la regién promotora del gen SESNI1 in vivo en respuesta al arsénico, se realizd un
ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando células MCF-7 sin tratar
o tratadas con 5 pM de NaAsO, durante 6, 12 y 24 h. Una vez cumplido el tiempo de
tratamiento, se generd entrecruzamiento entre las proteinas y el DNA, posteriormente p53
asociado a la cromatina fue inmunoprecipitado y finalmente se realizo6 qPCR con
oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento del promotor de SESNI que
contiene los sitios de union a p53. En la figura 19 se observa que existe un aumento
significativo de estos fragmentos a las 6 y 12 h post-tratamiento (4 y 3.5 veces,
respectivamente) en comparacion con las células no tratadas en los mismos periodos de
tiempo. Estos resultados son consistentes con el aumento de expresion de SESNI en los
mismos tiempos de exposicion al arsénico. La especificidad del ChIP fue determinada
mediante el uso de una IgG no especifica y con la cromatina inmunoprecipitada de células
H1299 que no presenta p53.

Estos resultados confirman que la proteina p53 activa la transcripcion de SESNI

uniéndose directamente a su promotor durante el estrés generado por NaAsO,.
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analisis estadistico mediante test ANOVA y
la linea N-zigzag analisis mediante ¢ de student. ****= p <0.0001, ***= p <0.005. NT, no tratado; As,
NaAsO,.

Con respecto al otro miembro de la familia de las sestrinas, SESN2 también es
inducida por diferentes condiciones causantes de estrés celular, entre ellos, el aumento de
ROS. Para determinar si esta proteina es un participante de la respuesta al arsénico, se
evalud su expresion relativa en células MCF-7 tratadas con 5 uM de NaAsO, durante 6, 12,
24 y 36 h. En la figura 20 se observa que los niveles de SESN2 se incrementan de manera
importante a las 12 h post-tratamiento (11 veces, aproximadamente) coincidiendo con el
mayor porcentaje de células en la fase S del ciclo celular y con una cantidad de ROS
controlada (FIG. 13). Es de notar que posterior a este gran aumento, la expresion se reduce
de manera significativa (4 veces aproximadamente), coincidiendo con la disminucién
progresiva del nimero de células en la fase S del ciclo celular y con el mayor aumento de

ROS, ambos a tiempos mas prolongados.
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calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica analisis estadistico mediante test
ANOVA vy la linea N-zigzag analisis mediante ¢ de student. ****=p <0.0001, *= p <0.05. NT, no tratado; As,

NaAsO,.

Para determinar si la expresion de SESN2 es dependiente de p53, se evaluaron sus

. ., /- . .
niveles de expresion en un contexto p53™, para lo cual se analizaron los niveles de

expresion relativa mediante qPCR a partir de mRNA obtenido de células H1299 tratadas

con 5 uM de NaAsO; durante 6, 12, 24 y 36 h. Los niveles de expresion relativa detectados

en el contexto carente de p53 demostraron que existe un aumento significativo (28 a 30

veces, aproximadamente) a tiempos largos post-tratamiento (24 y 36 h) contrastando con

una expresion de este gen a tiempos cortos post-tratamiento igual a las células no tratadas

(FIG. 21).
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promedios y S.D. calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica analisis
estadistico mediante test ANOVA y la linea N-zigzag analisis mediante ¢ de student. ****= p <0.0001, *= p
<0.05. NT, no tratado; As, NaAsO,.

Es de notar que en un contexto p53” el gen SESN2 se induce importantemente a
tiempos largos de exposicion al arsénico, indicando que su expresion no necesariamente es
dependiente de p53. Para comprobar si la expresion de SESN2 es dependiente de p53, se
realizod un ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando células MCF-7
sin tratar o tratadas con 5 pM de NaAsO; durante 6, 12 y 24 h. Una vez cumplido el tiempo
de tratamiento, se genero entrecruzamiento entre las proteinas y el DNA, posteriormente el
DNA fue inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-p53 y finalmente se realizé qPCR con
oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento del promotor de SESN2 que
contiene los sitios de unidn a p53. Los resultados no permitieron observar que existiese una
interaccion directa de p53 con el promotor de SESN2, por lo que se confirma que la
activacion de la expresion de SESN2 inducida por el arsénico, no es dependiente de la
activacion transcripcional de p53, sugiriendo que existen otros mecanismos que la activan.

Los datos anteriores nos permiten entender el comportamiento de dos de los
integrantes de la familia de las sestrinas. En el caso de SESN1 se puede apreciar que existe
un aumento motivado por el estrés oxidativo generado por el tratamiento con arsénico,

principalmente dependiente de su activacion transcripcional por p53, en cambio en el caso
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de SESN2 existe un aumento en la expresion relativa en ambos contextos celulares,
indicando que su expresion es regulada por mecanismos independientes de p53 y que estan
participando para contrarrestar el estrés oxidativo inducido por arsénico.

Finalmente, los resultados observados indican que la célula podria poner en marcha
mecanismos encaminados a bloquear el estrés oxidativo generado por el arsénico, y que
varios de estos mecanismos son regulados directamente a través de p53; ademas, los
mecanismos antes mencionados estan estrechamente relacionados con los efectos

observados sobre el comportamiento del ciclo celular y su detencion en la fase S.

8.5 p53 esta involucrado en la regulacion de genes que participan en la progresion del
ciclo celular y cuya expresion es modificada por el tratamiento con arsénico.

Hasta el momento, los resultados indican que existe una respuesta celular tendiente

a proteger a la célula del estrés oxidativo generado por arsénico, uno de los posibles efectos
nocivos es el daiio a DNA y es por esto que una respuesta temprana es detener el ciclo
celular, particularmente en la fase S, por lo que es importante establecer los genes que
podrian ser los participantes en esta respuesta y asi entender de mejor forma que vias son
las activadas para permitirle a la célula reparar los posibles dafos al DNA.
Cuando las células son sometidas a un insulto que podria dafiar su genoma, existen al
menos dos factores que determinan si sufrirdn una detencion en el ciclo celular o apoptosis.
El primero de ellos consiste en generar un arresto en las fases G1 o G2 como resultado de la
activacion de p21. Durante esta detencion del ciclo celular, las células pueden reparar el
dafio antes de que contintie el ciclo. En este caso p21 juega un papel anti-apoptotico
mediante un mecanismo dependiente de p53. El segundo factor estd dado por la muerte
celular que se produce cuando se revierte el efecto protector de p21 dependiente de p53,
uno de los participantes de este desenlace es la proteina Killina la cual acopla el arresto de
la fase S del ciclo celular con el proceso de apoptosis [93].

Para identificar los participantes en esta respuesta, se analizo la expresion de genes
responsivos a p53 que participan en la regulacion de diferentes puntos de control del ciclo
celular.

Es importante delimitar el nivel molecular al que sucede este bloqueo en el ciclo
celular, y que explicaria el aumento de células en la fase S observado en los resultados

previos. Un primer acercamiento fue determinar la probable existencia de un bloqueo al
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inicio de la fase G2/M por lo que las células se estarian acumulando en una fase previa
(fase S) explicando asi el arresto observado. Los genes analizados fueron GADD45 y 14-3-
36 involucrados con la regulacion del complejo Cdc2/ciclina B1 y que son fundamentales
para el inicio de la fase G2/M.

Para conseguir lo anterior, se evaluaron mediante RT-PCR los niveles de expresion
de los genes antes mencionados, utilizando mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas con
5 uM de NaAsO, durante 6 y 12 h. Los amplicones se evidenciaron mediante corrimiento
electroforético y se realizd densitometria para valorar de manera semicuantitativa la
intensidad de las bandas observadas mediante el software GelEval v1.35. En la tabla 3 se

muestran los resultados de la expresion de dichos genes.

1 1

B-Actina 1
GADDA45 1 1.6+/-0.29 1.5+/-0.16
14-3-3c 1 1 1

TABLA. 3. Genes responsivos a p53 que participan de en el control de la progresion del ciclo celular en la
fase G2/M. Niveles de expresion relativa de GADD45 y 14-3-3c evaluados por RT-PCR en células MCF-7
(p53™") tratadas con 5 pM de NaAsO, durante 6 y 12 h. Se realizé corrimiento electroforético de los
productos de PCR en geles de agarosa al 1.5% y se cuantifico la intensidad de las bandas observadas en los
geles utilizando el programa GelEval v1.35. La expresion de estos genes fue normalizada con los valores de
los niveles de expresion de actina en cada tiempo estudiado. Las niveles de expresion en las células no
tratadas se consideran como los valores basales para cada uno de los tratamientos aplicados y se da un valor
relativo de 1. Los datos son indicados como promedios y S.D. calculados a partir de tres ensayos
independientes.

Como se puede apreciar, los niveles de expresion de los genes GADDA45 y 14-3-3c
no se ven modificados por el estrés oxidativo producido por los tratamientos con arsénico,
y como sugieren los resultados, no hay participaciéon del punto de control G2/M en el
aumento del porcentaje de células observado en la fase S.

A continuacion se evalu6 la expresion de genes regulados por p53 que participan en
el punto de control G1/S y que también se ha reportado que permanecen activados durante

la fase S. Los primeros genes candidatos en analizarse fueron Killina y p21.
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p21WAFVEIPD o5 un mediador dependiente de p53 del arresto en la fase G1 del ciclo

celular, cuya funcion ejerce al unirse e inhibir la actividad de las cinasas dependientes de
ciclina (CDK) CDK2 y CDK1 (también conocida como CDC2). Esto convierte a p21 en un
factor que participa en el arresto de diferentes fases del ciclo celular, por lo que es un
regulador negativo clave del ciclo celular [65].

En el caso de Killina es una proteina de unién al DNA de alta afinidad que es un
inhibidor potente de la sintesis de DNA in vitro y generadora de un arresto de la fase S del
ciclo celular previo a la apoptosis celular in vivo [94].

Para determinar si la expresion de estos dos genes se activa en respuesta al arsénico,
se midi6 mediante PCR cuantitativa su expresion relativa a partir de mRNA obtenido de
células MCF-7 tratadas con 5uM de NaAsO, durante 6, 12, 24 y 36 h. Con respecto a p21,
en la figura 22 se observa un aumento importante en los niveles de este gen a partir de las
12 h post-tratamiento (7 veces) los cuales van disminuyendo paulatinamente a tiempos mas
prolongados de exposicion. Los resultados obtenidos apuntan en la direccion de la
participacion de p21 como un agente que regula negativamente el ciclo celular, con lo cual
se favoreceria la reparacion del posible dano al DNA ocasionado por el arsénico, y que se

reflejaria en la detencion en la fase S del ciclo celular.
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En el caso de Killina se observa un aumento temprano en su expresion ya que a las
6 h post-tratamiento se eleva casi 8 veces en comparacion con las células no tratadas. Los
niveles de expresion disminuyen de manera importante a partir de este punto. Este resultado
sugiere que el gen Killina se activa prontamente cuando las células se encuentran sometidas

a este estrés generador de dafio al DNA (FIG. 23).

indicados como promedios y S.D.
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independientes. La linea acotada indica
analisis estadistico mediante test ANOVA y la linea N-zigzag analisis mediante t de student. ****=p <0.001,
*=p <0.05. NT, no tratado; As, NaAsO,.

Para determinar si el cambio de expresion tanto de p21 como de Killina es
producido directamente por 53, se determind si esta proteina se une al promotor de ambos
genes. Para realizar dicha deteccion se llevo a cabo inmunoprecipitacion de la cromatina
utilizando un anticuerpo anti-p53 a partir de muestras obtenidas de células MCF-7 tratadas
con 5uM de NaAsO, durante 6, 12 y 24 h y finalmente se realizo qPCR con
oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento del promotor de p21 y Killina
que contiene los sitios de unién a p53.

En la figura 24 se aprecia que la interaccion de p53 con el promotor de p21 se
produce principalmente a las 12 h post-tratamiento coincidiendo con el pico de expresion

de este gen indicando que su expresion depende de la regulacion transcripcional por parte

de p53.
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Al igual que en el caso anterior, también se observa la union de p53 al promotor de
Killina (FIG. 25) que se produce principalmente a las 6 h post- tratamiento coincidiendo

también con el punto mas alto de expresion de este gen.

Unién de p53 al FIGURA 25. p53 activa directamente a
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tratado; As, NaAsO,.

En conjunto, estos resultados sugieren que la célula sometida al estrés ocasionado

por el arsénico responde mediante la regulacion a través de p53 de manera rapida activando
la expresion de Killina que estd encaminada a activar procesos de apoptosis en caso de que

se produzca dafio severo al DNA, pero este fendémeno probablemente es revertido por el
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efecto protector de p21 cuyos niveles se elevan posterior al aumento de Killina,
seguramente inhibiendo los procesos pro-apoptoticos y estimulando al mismo tiempo
mecanismos de reparacion de dafio al DNA. Sin embargo, estos procesos ocurren
mayoritariamente en la transicion de las fases G1/S favoreciendo un aumento en el
porcentaje de células en la fase G1 que no es lo observado en los andlisis de ciclo celular,
por lo que es necesario buscar otro mecanismo que explique el aumento de células en la

fase S.

8.6 CDC25A es regulado transcripcionalmente por un mecanismo indirecto
dependiente de pS3 y que involucra a ATF3 en respuesta al tratamiento con NaAsO,.

Un punto de control de la fase S del ciclo celular bien estudiado es el mediado por la
fosforilacion y degradacion por proteasoma de la fosfatasa de especificidad dual CDC25A
[95-97]. La activacion de CDC25A favorece que elimine los fosfatos inhibidores del
complejo DCDK2/ciclina E permitiendo que esta cinasa facilite la translocacion del factor
de replicacion Cdc45 al origen de replicacion, paso esencial para la sintesis de DNA
[95,98]; cuando se pasa el punto de control de la fase S, CDC25A se degrada rapidamente.
Sin embargo, la activacion de CDC25A no pasa por la activacion directa de p53. No
obstante, se ha reportado que p53 regula negativamente la expresion del gen CDC25A [99],
incluso cuando su promotor no contiene secuencias consenso para su union sugiriendo un
mecanismo indirecto.

El analisis in silico del promotor CDC25A indica que contiene sitios de unidn para
diferentes factores de transcripcion, varios de ellos regulados por p53 [100]. En su
promotor se encuentra un sitio CRE generalmente reconocido por una variedad de
miembros de la familia CREB/ATF.

Uno de los miembros de la familia CREB/ATF es el factor activador de la
transcripcion 3 (ATF3), que es un gen inducible por estrés celular, cuyos niveles de mRNA
aumentan de manera importante ante la exposicion celular a una variedad de condiciones
generadoras de estrés, incluyendo la produccion de perdxido de hidrogeno y el contacto con
agentes genotdxicos [101], ademads, es un blanco transcripcional directo de p53 [102].

Para comprobar si el estrés generado por el arsénico induce la expresion del gen
ATF3 de forma dependiente de p53, se evalu6 la expresion relativa de dicho gen mediante

qPCR a partir de mRNA obtenido de células MCF-7 tratadas con 5 uM de NaAsO; o co-
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tratadas con 5 uM de NaAsO,+ 30 uM de pifitrina o durante 6, 12, 24 y 36 h. El analisis
cuantitativo mediante qPCR mostré que los niveles del mRNA de ATF3 en las células
tratadas solo con arsénico, aumentaron significativamente en comparacion con las células
no tratadas durante todos los tiempos post-tratamientos examinados, desde 18 veces a las 6
h hasta aproximadamente 30 veces a las 12 h, manteniéndose elevados (20 veces,
aproximadamente) hasta las 24 h, y cayendo drasticamente a las 36 h (4 veces) (FIG. 26).
Este comportamiento se correlaciona con el aumento de células en la fase S del ciclo
celular a las 12 h, y cuando comienza a aparecer la poblacion subGl (24 y 36 h post-
tratamiento) hay una caida gradual de dichos niveles. En comparacion, cuando las células
son co-tratadas con arsénico y el inhibidor transcripcional de p53 (pifitrina a) se observa
que ATF3 no se eleva en la misma proporcion durante los tiempos estudiados (FIG. 26).
Los resultados anteriores sugieren que el estrés oxidativo generado por el arsénico causa un

aumento en la expresion de ATF3 dependiente de la actividad transcripcional de p53.
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analisis mediante ¢ de student. ****= p <0.0001, ***= p <0.005, *=p<0.5. NT, no tratado; As, NaAsO,; Pa,
pifitrina a.

Para demostrar que ATF3 se expresa en respuesta al estrés oxidativo generado por

el arsénico, se compard su expresion relativa en un ambiente oxidante (células MCF-7
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tratadas con 5 pM de NaAsO2) y cuando las células son co-tratadas con arsénico y el
agente antioxidante catalasa (5 uM de NaAsO, + 2000 U/ml de catalasa) durante 12 y 24 h.
Como se observa en la figura 27, los niveles relativos de ATF3 aumentan hasta 20 veces
cuando las células estuvieron expuestas solo al arsénico a los tiempos estudiados, en
cambio, cuando se administra catalasa, los niveles de ATF3 no se incrementan en la misma
proporcion (solo 4-5 veces), con lo que se demuestra claramente que ATF3 se expresa

unicamente cuando el arsénico genera estrés oxidativo.

Niveles de expresion FIGURA 27. ATF3 se expresa en respuesta al
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Como lo demostraron los ensayos anteriores, la expresion de ATF3 aparentemente
depende de la actividad transcripcional de p53 para que se exprese cuando las células estan
expuestas a estrés oxidativo. Por ultimo, varios sitios putativos de unién a p53 han sido
identificados en el promotor del gen ATF3. Para determinar si existe una interaccion directa
entre p53 y la region promotora del gen ATF3 in vivo en respuesta al arsénico, se realizé un
ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando células MCF-7 sin tratar
o tratadas con 5 pM de NaAsO, durante 6, 12 y 24 h. Una vez cumplido el tiempo de
tratamiento, se generd entrecruzamiento entre las proteinas y el DNA, posteriormente los
fragmentos de union DNA-p53 fueron inmunoprecipitados y finalmente se realiz6 qPCR
con oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento del promotor de ATF3 que
contiene los sitios de union a p53. En la figura 28 se observa que existe un aumento

significativo de estos fragmentos a las 6 y 12 h post-tratamiento (4 veces,
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aproximadamente) en comparacion con las células no tratadas en los mismos periodos de
tiempo. Estos resultados son consistentes con el aumento de expresion de ATF3 en los
mismos tiempos de exposicion al arsénico. La especificidad del ChIP fue determinada

mediante el uso de una IgG no especifica.
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Los resultados indican que el medio ambiente intracelular generado por el
tratamiento con arsénico, induce la union de p53 al promotor ATF3 y en consecuencia
aumenta sus niveles de mRNA.

Una vez que se produce este aumento, se puede sugerir que ATF3 se une a los sitios
CREB/ATF presentes en el promotor de CDC25A y de esta forma regular su expresion.
Para comprobar esta posible interaccion se realizo la deteccion de la union de ATF3 a dos
sitios putativos de union de este factor en el promotor de CDCD25A mediante ChIP (aqui
denominados como sitio 1 y sitio 2), utilizando células MCF-7 sin tratar o tratadas con 5
uM de NaAsO, durante 6, 12 y 24 h. Una vez cumplido el tiempo de tratamiento los
fragmentos de union DNA-ATF3 fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-ATF3y
finalmente se realizdo qPCR con oligonucledtidos especificos para amplificar el fragmento
del promotor de CDC25A que contiene los sitios de uniéon a ATF3. En la figura 29A y 29B
se observa un aumento importante en la cantidad de ATF3 unido al sitio 1 del promotor de

CDC25A a las 12 h post-tratamiento (FIG. 29A), mientras que en el sitio 2 del promotor se
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evidencia una interaccidon mas temprana (6 h post-tratamiento); la especificidad del ChIP
fue determinada mediante el uso de una IgG no especifica. Estos resultados sugieren que

hay una regulacion temprana de la expresion de CDC25A directamente a través de ATF3.

Unioén de ATF3 al sitio 1 Unidn de ATF3 al sitio 2
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FIGURA 29. Unién de ATF3 al promotor de CDC25A. Se realizé ChIP a partir de células MCF-7 no tratadas
y tratadas con 5 pM de NaAsO, durante 6, 12 y 24 h utilizando un anticuerpo anti-p53. Los fragmentos de
DNA del promotor de CDC25A que contienen los sitios de union a ATF3 (sitio 1 /4] y sitio 2 /B]) fueron
amplificados a partir del material inmunoprecipitado mediante qPCR y normalizados con el input de cada una
de las muestras, respectivamente. Los datos en la graficas son indicados como promedios y S.D. calculados a
partir de tres ensayos independientes. La linea acotada indica analisis estadistico mediante test ANOVA y la
linea N-zigzag analisis mediante ¢ de student. ****=p <0.005, **= p <0.005, **= p <0.05. NT, no tratado; As,
NaAsO,.

Una vez comprobado que el factor de transcripcion ATF3 se une al promotor de
CDC25A y teniendo en cuenta el aumento de células en la fase S del ciclo celular en los
primeros tiempos de exposicion al arsénico observado en nuestros ensayos, se evalud el
efecto del tratamiento con arsénico sobre la expresion de CDC25A a partir de mRNA
obtenido de células MCF-7 tratadas con 5 uM de NaAsO, durante 6, 12, 24 y 36 h. Se
encontrd una disminucion gradual de los niveles de mRNA de CDC25A en respuesta al
tratamiento con arsénico, siendo significativamente bajos de 12 a 24 h post-tratamiento
(una disminucion del 30 al 50 %, aproximadamente) (Fig. 30), coincidiendo con los
tiempos en los cuales las células se acumulan en mayor proporcion en la fase S durante el
tratamiento (Fig. 8) sugiriendo que este arresto del ciclo celular es dependiente de CDC25A.
Los datos anteriores sugieren que la disminucion en los niveles de CDC25A observados

son consecuencia directa de la interaccion de ATF3 con su promotor, sin embargo, para
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corroborar que este efecto es motivado por 53 (aunque de manera indirecta), se inhibi6 la
actividad de regulador transcripcional de esta proteina con el reactivo pifitrina a. Los
resultados mostrados en la figura 30 evidencian que el bloqueo de p53 (células tratadas con
5 uM de NaAsO2 + 30 uM pifitrina o) elimina la regulacion negativa generada por ATF3
ya que los niveles de expresion de CDC25A se incrementan de manera considerable (6 a 7
veces) en comparacion con los niveles disminuidos generados solo por el arsénico,
resaltando la relevancia de p53 en la respuesta observada al arsénico. Lo anterior sugiere

que existe una regulacion entre ATF3 y CDC25A mediada a través de p53.
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niveles de expresion de actina en cada tiempo estudiado. Los niveles de expresion en las células no tratadas se
consideran como los valores basales para cada uno de los tratamientos aplicados y se da un valor relativo de 1.
Los datos en la graficas son indicados como promedios y S.D. calculados a partir de tres ensayos
independientes. La linea acotada indica analisis estadistico mediante test ANOVA vy la linea N-zigzag analisis
mediante ¢ de student. ****=p <0.0001, **= p <0.005, *=p<0.5. NT, no tratado; As, NaAsO,; Pa, pifitrina a.

Por ultimo, para demostrar que el efecto sobre la regulacion en los niveles de
expresion de CDC25A se deben al estrés oxidativo generado por el arsénico, se realizo la
cuantificacion relativa de expresion de dicho gen cuando las células MCF-7 son co-tratadas
con arsénico y la enzima catalasa. Los resultados sefialan que cuando el ambiente oxidativo
es eliminado del sistema por la catalasa, los niveles de CDC25A son similares a los de
células no sometidas a estrés (FIG. 31) haciendo evidente que este gen se activa para frenar

el ciclo celular cuando la célula esta sometida a condiciones de estrés.
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indicados como promedios y S.D. calculados a partir de tres ensayos independientes. La linea N-zigzag indica
analisis estadistico mediante ¢ de student. ****=p <(0.0001. NT, no tratado; As, NaAsO,; Cat, catalasa.

En concordancia con nuestros resultados, Yih et al. [66] reporté cambios en la
expresion de varios genes en un microarreglo de cDNA a partir de fibroblastos humanos en
respuesta al tratamiento con arsenito de sodio, entre los cuales es se encontraba CDC25A;
por otro lado, Lehmann et al. [84] informd que existe una correlacién directa entre la
progresion lenta de la fase S del ciclo celular y un nivel bajo de expresion de CDC25A en
respuesta al tratamiento con arsénico.

Tomando en conjunto estos resultados se sugiere que la detencion de la fase S del
ciclo celular inducida por el tratamiento con arsénico, es dependiente de la funcion de p53
que promueve la expresion de factores de transcripcion que regulan la expresion y,
probablemente, la actividad de CDC25A, ya que en un contexto celular p53 -/-, no se

produce ni la detencion del ciclo celular en fase S ni la disminucion de ROS.

9. DISCUSION

Los principales hallazgos de este estudio fueron que el arsénico produce un aumento
temprano y transitorio en la proporcion de células en la fase S del ciclo celular que es
dependiente de la presencia y la actividad transcripcional de p53, y por primera vez se

demostrd que en respuesta al arsénico, p5S3 regula transcripcionalmente genes implicados
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en la reduccidn de los niveles de ROS, tales como TIGAR y SESNI; y por un mecanismo
indirecto que implica a ATF3, genes que podrian ser responsables de la detencion del ciclo
celular en fase S, tales como CDC25A.

La formacién de especies reactivas de oxigeno debido a la presencia de arsénico es
uno de sus mecanismos de toxicidad mas estudiados actualmente. Las ROS formadas por el
arsénico estan involucradas en varios mecanismos de toxicidad generados por este metal,
entre ellos, genotoxicidad, modificaciones en la transduccion de senales, proliferacion
celular e inhibicion de los mecanismos de reparacion de dafio al DNA [34].

Las ROS generadas por el arsénico son principalmente el anidén superdxido,
radicales hidroxilo y peroxido de hidrégeno principalmente [9]. Se ha detectado que este
tipo de especies reactivas ocasionan dafio al DNA, peroxidacion lipidica, activacion de
genes de respuesta al dafio al DNA, etc. [9]. Aunque no es directamente mutagénico, su
genotoxicidad se ve reflejada por la generacion de mutaciones, dafio oxidativo al DNA,
ruptura de cadenas de DNA, intercambio de cromadatidas hermanas, aberraciones
cromosdmicas, aneuploidia y microntcleos [103].

Como se ha mencionado, diferentes tipos de dafio al DNA pueden activar vias de
sefnalizacion encaminadas a responder contra dicho dafo. Las vias que se activan tienen
como finalidad generar un arresto o un progreso mas lento del ciclo celular que es necesario
para permitir que el DNA sea reparado y asi evitar mutagénesis o apoptosis. Esto se
consigue por la activacion de puntos de control que activan vias de sefalizacion que
previenen que el ciclo avance sin que se hayan completado fases previas de manera correcta.
Las principales vias de control que se activan son las dependientes de la proteina p53, que a
través de su capacidad de regulador transcripcional, modula la respuesta de sus genes
blanco.

A este respecto, existen varios reportes indicando que el arsénico puede causar
arresto del ciclo celular en diferentes puntos de control, principalmente en las fases G1 y
G2/M [37]. Hay reportes que indican que ademas de la bien conocida detencion en la fase
G1 del ciclo celular inducida por el tratamiento de arsénico en células p53™", este metal
también induce un aumento importante en el tiempo de sintesis de DNA; ademas, se ha
observado un aumento sutil en el nimero de células en diferentes fases del ciclo celular

donde p53 no es funcional (células U937) indicando que el transito a través de la fase S se
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ve afectado por el arsénico, pero con un resultado diferente dependiendo del status de p53,
ya sea la detencién en G1, en G2/M o si el estrés es muy severo, apoptosis [84]. En
concordancia con estos informes, en este proyecto se observo una detencion en la fase S del

. , ++
ciclo celular en lineas celulares p53

(MCF-7 y RKO) durante tiempos cortos post-
tratamiento, mientras que durante exposiciones prolongadas, las células aparentemente se
recuperan continuando su progresion en el ciclo celular, sin embargo, en el caso de las
células RKO, éstas sufren un nuevo arresto, acumuldndose en la fase G1 y, en el caso de las
células MCF-7, a partir de las 24 h post-tratamiento, dirigiéndose a muerte celular
(aumento de la poblacion en subGl). Curiosamente, en células H1299 (contexto p53'/') y
RKO-E6 (donde E6 elimina a p53) no se produjo un enriquecimiento en alguna fase
particular del ciclo celular, aunque en el caso de las células H1299 (no expresan p53 a
diferencia de RKO-E6) aparece una poblacion de células en subGl a tiempos tempranos
posteriores al inicio del tratamiento, que corresponde probablemente a células apoptdticas,
indicando que p53 es importante para evitar la muerte celular mediante el arresto del ciclo
celular. La pre-incubacion de las células MCF-7 con el inhibidor selectivo de la actividad
transcripcional de p53 pifitrina-a (PTA) [104,105] también inhibid la detencion de la fase S
inducida por arsénico, lo que demuestra que, ademas de la presencia de p53, se requiere su
funcidén como activador transcripcional para generar esta respuesta.

La detencion transitoria de la fase S dependiente de p53 observada en nuestros
ensayos sugiere que las células son inducidas a reparar el dafio al DNA causado por
NaAsO2, ya que transitan lentamente a través de la fase S del ciclo celular durante un
tiempo corto pos-tratamiento para recuperarse posteriormente [84], mientras que las células
que carecen de p53, probablemente, no son capaces de reparar el daio al DNA causado por
el arsénico que resulta en apoptdsis [76,106].

Por otro lado, se ha demostrado que O* y H,0, son las principales especies
reactivas de oxigeno que se producen en los sistemas celulares expuestos a diferentes
concentraciones de arsenito [38,107]. En el contexto p53+/ " se encontrd una correlacion en
los momentos en los que se detectdé mayor cantidad de estrés oxidativo y mas células
acumuladas en la fase S, lo que sugiere una posible conexidn entre estos procesos. Por otra
parte, el gran aumento en la cantidad de ROS observada en las células p53” (H1299), sin

que se genere ningln freno en alguna fase particular del ciclo celular, pero dirigiéndose
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directamente a muerte celular, indica fuertemente que la detencion transitoria de la fase S
inducida por NaAsO, es probablemente debida a la produccion de ROS y regulada por p53.
En este sentido, varios estudios indican que la apoptosis inducida por el trioxido de
arsénico estd parcialmente relacionado con la formacion intracelular de ROS [28,73,108], y
por otra parte, el silenciamiento de p53 en células de mieloma result6 en su sensibilizacion
hacia la apoptosis inducida por arsénico [109].

Los cambios en los niveles intracelulares de ROS regulan una amplia variedad de
respuestas fisioldgicas, que dependen en gran medida del tipo de célula y el nivel de ROS
generados [110]. Los niveles altos de ROS conducen a estrés oxidativo, que entre muchos
otros efectos inducen una respuesta de p53, inhibicion de la proliferacion celular, induccion
prematura de senescencia o la muerte por apoptosis [110,111], restringiendo asi la
viabilidad y la proliferacion de las células expuestas a un ambiente potencialmente
mutagénico. Ademads de la regulacion de los genes que participan en las vias antioxidantes
canonicas, existen genes que responden al estrés oxidativo dependientes de p53. En
particular, nuestro trabajo analizd la participacion de tres genes que cumplen con las
caracteristicas antes mencionadas, que fueron TIGAR [57] y dos miembros de la familia de
las sestrinas, SESN1 (PA26) y SESN2 (Hi95) [91,112].

En cuanto a la participacion de TIGAR en respuesta al estrés oxidativo generado por
el arsénico en células p53™"*, los resultados indican que su expresion aumenta mayormente
en dos puntos en particular. El primero a las 12 h post-tratamiento, coincidiendo con el
aumento progresivo de ROS y con el mayor porcentaje de células en la fase S, indicando
que se activa en respuesta al estrés oxidativo generando una respuesta antioxidante. A este
respecto se sabe que una consecuencia de la activacion de TIGAR es favorecer la via de las
pentosas que produce un incremento en los niveles de NADPH llevando a un incremento
del glutation, promoviendo asi la eliminacion de ROS que favorece la proteccion celular
contra dafio oxidativo [57].

El segundo pico de aumento de la expresion de TIGAR se produce a tiempos muy
tardios posteriores a la administracion del arsénico (36 h), cuando hay un alto porcentaje de
células en la fase subG1 debido, probablemente, a que el dafio genotdxico no estd siendo
reparado y las células se estan dirigiendo a apoptdsis. Lo anterior sugiere que la expresion

de TIGAR se eleva para proteger contra la muerte celular, ya que se ha reportado que posee
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efectos anti-apoptoticos dependientes de p53 [57,58,113]. Sin embargo, este efecto no es
muy potente ya que hay una gran porcentaje de células en fase subGl.

En conclusion, TIGAR es una proteina inducible por p53 cuya funcion es proteger
contra estrés oxidativo disminuyendo los niveles de ROS y la activacion de senales
apoptoticas asociadas a ROS.

Con respecto a las sestrinas, se ha reportado que los promotores de SESN1 y SESN2
contienen sitios de unidon para p53 [90] sugiriendo que sus efectos son regulados por esta
proteina. Nuestros resultados demostraron que existe un aumento en el nivel de mRNA de
ambos genes a tiempos tempranos tras la exposicion al arsénico (6 a 12 h ) en las células
MCF-7, correspondiente con la acumulacion de células en la fase S, sugiriendo que podrian
ser genes blanco de la regulacion transcripcional directa por p53, ademads, el hecho de que
la expresion SESN1 y SESN2 alcanza su nivel maximo cuando existe una cantidad
controlada de ROS generados por NaAsO2 sugiere que son activados para permitir que las
células resuelvan el dafio oxidativo y por ende la detencion de la fase S y asi evitar la
muerte celular por lo menos a tiempos cortos.

Con relacién a los niveles de expresion de SESNI en los primeros tiempos
posteriores al tratamiento es evidente que se generan por la union directa de la proteina p53
su promotor, como lo demuestra la inmunoprecipitacion de la cromatina. Estos datos
sugieren que una proteina p53 funcional es esencial para generar una respuesta celular
contra el estrés oxidativo generado por arsénico, ya que las células que no expresan p53
(células H1299) o las células en las cuales se bloquea la actividad transcripcional de p53
(células MCF-7 tratadas con el inhibidor pifitrina o) no son capaces de aumentar el nivel
del mRNA de SESNI1, lo que lleva a la acumulacion intracelular de ROS (hasta 6 a 7 veces)
y la muerte celular. Ain mas, cuando las células expuestas al arsénico son tratadas con la
enzima antioxidante catalasa, al no existir el ambiente pro-oxidante, SESN1 no se activa,
demostrando que su expresion depende del ambiente de estrés generado por el arsénico. Lo
anterior concuerda con los reportes en los cuales se asocia de manera directa la regulacion
de SESNI por p53 en respuesta a diferentes condiciones que generan estrés oxidativo
[114,115].

Por otro lado, en el caso de SESN2 también se observa que aumenta sus niveles

r +/+ ) . . r . ;.
cuando las células p53"" estan siendo sometidas al estrés producido por el arsénico y que
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sumandolo al efecto de SESN1 consiguen mantener en niveles bajos las ROS, concordando,
ademas, con el mayor nimero de células acumuladas en la fase S del ciclo celular. Sin
embargo, este aumento en la expresion s6lo se observa a las 12 h post-exposicion
sugiriendo que en este contexto celular se activa para contrarrestar el estrés oxidativo de
manera muy temprana. En cambio, cuando se observa su comportamiento en un contexto
p537 (H1299), se puede apreciar que sucede todo lo contrario, es decir, se expresa de
manera importante a tiempos tardios post-exposicion, a pesar de que el aumento de ROS se
produce de manera muy marcada desde las 6 h de tratamiento con arsénico, y este aumento
se da cuando las células sufren, aparentemente, apoptosis. Estos resultados sugieren que la
activacion de SESN2 puede ser o no dependiente de p53, ya que en ambos contextos
celulares se observa su expresion, aunque de manera diferencial en cuanto al momento en
el que empiezan a subir sus niveles, lo que si podriamos sugerir es que en un contexto
p53™" se promueve su expresion temprana para una rapida respuesta ante el estrés
oxidativo, y en el contexto p53” su expresién podria estar encaminada a activar
mecanismos anti-apoptoticos. Lo anterior podia estar soportado por las observaciones
realizadas por Sahra et al. (2013) [116] quienes refieren que SESN2 integra una via de
sefializacion formada por SESN2-AKT-mTOR para proteger a las células contra la muerte
celular inducida por estrés energético Ademas, la regulacion generada por SESN2 como
antioxidante o como anti-apoptotico, sea o no dependiente de p53 se ha observado en
multiples modelos celulares y se ha relacionado con varios procesos patologicos
[90,117,118].

Basado en nuestras observaciones se puede asegurar que entre las respuestas
antioxidantes que la célula expuesta al arsénico pone en marcha se encuentran aquellos
procesos regulados por 53 que brindan una reaccidon mas rapida y temprana en contra del
estrés, los cuales, ademds, podrian favorecer procesos anti-apoptoticos, ya que en un
contexto celular con p53" en el que la actividad de regulador transcripcional se mantiene
funcional hay un menor porcentaje de células en la fase subGl; estas respuestas estarian
siendo activadas por la expresion de los genes TIGAR, SESN1 y SESN2. Finalmente, esto
significaria que p53 activa un mecanismo para disminuir los niveles de ROS, que implica la

expresion de los genes antes mencionados, relacionado a la funcion p53 bien conocida en la
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activacion de vias que generan la detencion de la fase S observada en los primeros tiempos
de tratamiento con arsénico.

Como ya se ha mencionado, p53 es un importante regulador de la progresion a
través del ciclo celular participando en varios puntos de control. p53 estd involucrado en el
arresto del ciclo celular en G1, a la entrada de G2 y en la fase tardia de G2. El arresto de la
fase G1 es activado principalmente por dafio al DNA y en ¢él participan p53 regulando a
factores como el inhibidor de cdk p21 [119,120]. En el caso del arresto en las fase G2 y G2
tardia, se consigue cuando se activan las vias ATM/ATR-Chk2/1-p53 [121,122].

En este sentido comenzamos evaluando genes implicados en la regulacion del punto
de control G2, debido a que reportes previos han implicado la participacion de la proteina
p21 en este punto de control [93,121], ademéis como se menciond en la seccion de
antecedentes, Rivera Gonzalez [83] encontrd que el arsénico modifica la expresion del gen
p21.

Entre los blancos de p21 (que a su vez dependen de la regulacion a través de p53) en
la participacion de un arresto de la fase G2 estan las proteinas 14-3-36 y GADDA45, ambas
involucradas en el bloqueo de la actividad del complejo Cdc2/CiclinaB1 [121],
principalmente inhibiendo su fosforilacion y posterior activacion o impidiendo que el
complejo se trasloque a ntcleo para estimular la transcripcion de genes responsivos.

Nuestros resultados muestran que estos dos genes, no presentan cambios en su perfil
de expresion cuando las células son sometidas al estrés generado por arsénico, lo que hasta
cierto punto era esperado ya que en nuestro sistema no se aprecia ningun aumento de
células en esta fase particular del ciclo celular. Sin embargo, es de destacar que hay
numerosos reportes en los que se implica al arsénico como un generador de arresto en la
fase G2/M del ciclo celular [72,76,77], fendmeno que no fue detectado en ninguna de las
lineas celulares utilizadas, tanto p53+/+ (MCF-7 y RKO) como p53'/' (H1299 ni RKO-E®6).

Cuando las células estan siendo dafiadas por un estimulo (insulto) se activan
factores que deciden si las células sufren una detencion del crecimiento o apoptosis, por lo
que las células pueden ser arrestadas, como ya se comento, en las fases Gl o G2,
permitiendo reparar el dafio antes de que el ciclo contintie. Uno de los factores importantes
que pueden participar del arresto en estos puntos del ciclo celular, es la proteina p21. Esta

proteina es considerada como un regulador negativo del ciclo celular y un factor anti-
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apoptdtico ya que se activa para arrestar el ciclo celular y favorecer que el dafio al DNA sea
reparado y asi favorecer la viabilidad celular [65]. Teniendo en cuenta el aumento de
células en la fase S del ciclo celular en respuesta a la exposicion temprana al arsénico, y
sabiendo que un participante de este fendmeno podria ser p21, se evalué su expresion
dependiente de p53 en la linea celular MCF-7, logrando observar que sus niveles de mRNA
aumentan a tiempos cortos post-tratamiento, principalmente cuando las células se
encuentran en mayor proporcion en esta fase del ciclo celular. Ademas, también se
comprobd que esta activacion es dependiente de la unidén de p53 al promotor de p21, como
lo sefiala el estudio de ChIP. Estos resultados sugieren que las células expuestas a estrés,
en este caso originado por el arsénico, responden activando a un regulador negativo de
ciclo celular como lo es p21 para de esta formar generar una ventana de tiempo durante la
cual se pueda reparar el dano al DNA ocasionado por el arsénico, y asi evitar la muerte
celular. Esto no se consigue del todo, ya que a tiempos largos post-exposicion comienza un
incremento gradual en el nimero de células observadas en la fase subGl, coincidiendo con
la disminucion de p21 a tiempos tardios de tratamiento. Por ultimo, cabe mencionar que
p21 participa principalmente en la transicion G1-S por lo que no explicaria del todo la
detencion en la fase S.

Sin embargo, aunque su participacion directa en el arresto de la fase S podria no ser
crucial (aunque faltaria demostrarlo elimindndolo del sistema) el aumento de su expresion
podria estar implicada en su efecto protector sobre la viabilidad celular, en este sentido,
podria estar inhibiendo a factores pro-apoptoticos.

Uno de los factores pro-apoptdticos que se encienden de manera rapida ante
situaciones de estrés severo generador de genotoxicidad es la proteina Killina [94], la cual
fue identificada durante una busqueda de blancos transcripcionales de p53. La union de
Killina al DNA puede reprimir su sintesis y de esta manera generar un arresto de la fase S
del ciclo celular, por lo que se considera que esta proteina es suficiente y necesaria para
disparar el arresto del ciclo celular y la subsecuente apoptosis [93]. Con esto en cuenta, se

determinaron los niveles de expresion de Killina cuando las células MCF-7 (p53*'*

) fueron
sometidas al estrés generado por el arsénico. Interesantemente, se aprecié un aumento
rapido de la expresion de este gen ya que sus mayores niveles se producen apenas a las 6 h

post-tratamiento que paulatinamente van disminuyendo conforme avanza el tiempo de
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exposicion. Este incremento de expresion esta regulado directamente por la union de p53 al
promotor de Killina que fue confirmado mediante ChIP y cuya interaccion solo se lleva a
cabo a las 6 h de tratamiento. Esta respuesta pro-apopotdtica se dispara de manera rapida en
respuesta al estrés generado por el arsénico, y se podria ver reflejado en la detencion del
ciclo celular en su fase S en células MCF-7 dependiente de p53 que, en este caso, integraria
los eventos para llevar a muerte celular, como son la inhibicion de la sintesis de DNA [93].

Este mecanismo favorece la muerte celular y es dependiente de p53, sin embargo,
los niveles de Killina no permanecen elevados después de las 6 h post-exposicion al
arsénico sugiriendo que se activan factores que bloquean la actividad de Killina
permitiendo que las células intenten reparar el dafio al DNA y continten el ciclo celular. En
este sentido, p21 con sus efectos anti-apoptéticos podria apartar a las células de la
inhibicion de la sintesis de DNA dependiente de Killina; al respecto, hay evidencias que
indican que las células deficientes en p21 son mas sensibles a la apoptosis inducida por
Killina activada por p53 [93].

En conjunto, nuestros resultados sugieren que se ve favorecido un efecto anti-
apoptoético generado por la elevacion de p21 por un espacio de tiempo mas prolongado en
comparacion con el tiempo corto observado con Killina, ambos dependientes de p53. Sin
embargo, es evidente que es necesario detectar no solo los niveles de mRNA de estos dos
genes, sino los niveles de proteina ya que su cantidad, localizacion o permanencia durante
todo el tratamiento con arsénico nos aclararian el panorama y nos permitirian generar
conclusiones mas solidas con respecto a esta posible regulacion, ya que a tiempos largos de
tratamiento si se observa un aumento en el nimero de células en la fase subG1, favorecido,
posiblemente, por la actividad pro-apotdtica de Killina.

Al continuar en la busqueda de un mecanismo que pudiera explicar el de arresto de
la fase S del ciclo celular en respuesta al estrés generado por el arsénico, estudiamos otro
regulador del punto de control de la fase S bien caracterizado y es el mediado por la
fosforilacion y degradacion proteosomal de la fosfatasa de especificidad dual CDC25A
[95-97]. Cuando CDC25A se encuentra activado, elimina los fosfatos inhibidores del
complejo CDK2/ciclinaE permitiendo a esta cinasa mediar el reclutamiento del factor de
replicacion Cdc45 al origen de replicacion esencial para llevar a cabo la sintesis de DNA

[95,98]; cuando se pasa el punto de control de la fase S, CDC25A se degrada rapidamente
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[95,97]. Teniendo en cuenta el aumento de células en la fase S a tiempos tempranos de
exposicion al arsénico observado en nuestros ensayos, asi como en otros reportes [77], se
evaluo el efecto del tratamiento de arsénico sobre la expresion CDC25A y sus mecanismos
de regulacion. Las células MCF-7 expuestas al arsénico presentaron una disminucion
gradual en sus niveles de mRNA de CDC25A, encontrandose significativamente bajos
después de 12 a 24 h de exposicion (aproximadamente 50%), momentos cuando las células
expuestas se acumulan en la fase S del ciclo celular. De acuerdo con estos resultados, Yih
et al. [66] reportaron cambios en la expresion del gen CDC25A a partir de un microarreglo
de cDNA en fibroblastos humanos en respuesta al tratamiento con arsenito de sodio;
ademads, Lehmann et al. [84] reportd que existe correlacion entre la progresion lenta a través
de la fase S del ciclo celular y un nivel bajo de expresion génica de CDC25A en respuesta a
la exposicion al arsénico. Sin embargo, el efecto ocasionado al ciclo celular por la
disminucién en la expresion de CDC25A no se relaciona de manera directa con la
regulacion transcripcional de p53.

Existen reportes que sefialan a p53 como un regulador negativo de la expresion del
gen CDC25A [99], incluso cuando su promotor no contiene secuencias consenso para la
uniodn lo que sugiere un mecanismo de regulacion indirecto mediado por p53. El analisis in
silico del promotor de CDC25A indica que contiene sitios de union para diferentes factores
de transcripcion, varios de ellos regulados por p53 [100]. Uno de esos sitios en su promotor
es el sitio CRE, generalmente reconocido por una variedad de miembros de la familia
CREB/ATF. Uno de los miembros de la familia CREB/ATF es el factor activador de la
transcripcion 3 (ATF3) que es un gen inducible cuyo nivel d¢ mRNA aumenta de manera
importante ante la exposicion celular a una variedad de sefiales generadoras de estrés,
incluyendo peréxido de hidrogeno y agentes genotoxicos [101], ademds, es un blanco
transcripcional directo y bien estudiado de p53 [102]. En concordancia, nuestros resultados
indican que el medio ambiente intracelular pro-oxidante generado por exposicion al
arsénico, induce la union de p53 al promotor de ATF3 y en consecuencia aumenta de
manera importante su nivel de expresion justo cuando existe un aumento en el porcentaje
de células en la fase S del ciclo celular. Este aumento es dependiente de la actividad
transcripcional de p53 ya que cuando se inhibe a este factor con el reactivo pifitrina a,

ATF3 no se expresa en igual proporcion; aunado a esto, cuando se elimina el ambiente
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oxidante mediante la enzima catalasa, no se genera un incremento significativo de ATF3,
demostrando que su expresion es dependiente de un ambiente generador de estrés y
regulado por p53.

El nivel elevado de expresion relativa de mRNA de ATF3 conduce a su activacion
como factor de transcripcion, uniéndose a los sitios CRE en sus genes blanco, tales como
CDC25A, donde induce la disminucion en su nivel de mRNA durante tiempos tempranos
posteriores a la exposicion y que depende indirectamente de p53. Esta observacion se ve
reforzada cuando las células MCF-7 fueron cotratadas con arsénico y pifitrina evidenciando
que no existe esta disminucion en la expresion de CDC25A y por lo tanto no se produce el
arresto del ciclo celular; aunado a esto, al eliminar el ambiente oxidante mediante el uso de
la enzima catalasa tampoco se disminuye su expresion. Este mecanismo también ha sido
reportado como una respuesta al dafio del DNA donde la funcion de CDC25A es bloqueada
por la represion transcripcional inducida por ATF3 [100] y debido a esto, siendo también
regulado indirectamente por p53.

Tomando en conjunto estos resultados se sugiere que la detencién de la fase S
inducida por la exposicion al arsénico, es dependiente de la funcion de p53 que promueve
la expresion de factores de transcripcion (ATF3) que regulan la expresion y, probablemente,
la actividad de CDC25A, ya que en un contexto celular p53” o inhibiendo la funcién
transcripcional de p53 (pifitrina o) no se produce ni el arresto en la fase S del ciclo celular
ni la disminucién o control adecuado de ROS.

En la figura 32 se observan los principales hallazgos de este trabajo, donde se puede
apreciar que las células dependen de la capacidad de activador transcripcional de p53 para
controlar la cantidad de ROS producidos por la exposicion al arsénico mediante la
regulacion directa de SESN1 y como se induce el arresto de la fase S del ciclo celular, que

depende de la activacion de la via p53-ATF3-CDC25A.
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FIGURA 32. Mecanismo general de la respuesta celular a la exposicion al arsénico dependiente de p53. Las
células p53™" responden al estrés oxidativo causado por el arsénico mediante dos vias: 1) se activan
mecanismos para contrarrestar el efecto causado por el aumento de ROS; en este sentido, p53 activa
directamente la expresion de SESN1 favoreciendo la disminucion de ROS y 2) para tratar de reparar el dafio
al DNA generado por el estrés oxidativo, p53 dirige la generacion del arresto en la fase S del ciclo celular
dependiente de su activacion directa sobre ATF3, quién a su vez regula negativamente la expresion de
CDC25A mediante su union al promotor de esta fosfatasa. La disminucion del nivel de CDC25A reduce la
desfosforilacion del complejo ciclinaA/CDK2 lo que ocasiona el arresto de la fase S.

En resumen, proponemos que el mecanismo por el cual el arsénico induce a las
células MCF-7 a frenar la proliferacion y el progreso del ciclo celular con el arresto en la
fase S, estd vinculado con la produccion temprana de ROS que a su vez estimula la
actividad de regulador transcripcional de p53, generando la via de regulacion p53-ATF3-

CDC25A en respuesta al arsénico.
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10. CONCLUSIONES

- La proteina p53 es indispensable para producir el arresto en la fase S del ciclo celular
en respuesta a las especies reactivas de oxigeno generadas por NaAsO..

- Se demostr6 que la presencia de NaAsO, lleva a la activacion transcripcional de los
genes responsivos a p53, TIGAR y Sestrina 1 (directamente) y Sestrina 2 (indirectamente),
para prevenir el aumento de las especies reactivas de oxigeno.

- La funcién de activador transcripcional de p53 es indispensable para regular la
expresion de genes responsables del arresto de la fase S del ciclo celular, Killin, p21,
ATF3 y CDC25A, en respuesta al NaAsO..

- El arresto en la fase S del ciclo celular en respuesta al NaAsO, es particularmente

generado a través de la via p53-ATF3-CDC25A.
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