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RESUMEN

El cdncer es un grave problema de salud a nivel mundial y representa una de las principales
causas de muerte segtin la Organizacion Mundial de la Salud; en México ocupa el segundo
lugar en mortalidad, solo después de las enfermedades cardiovasculares. Esta enfermedad
es de origen multifactorial, en donde participan tanto factores genéticos como ambientales
en su desarrollo.

De los factores ambientales mas comunes son los metaloides como el arsénico (As), el cual
se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, en la tierra y en los mantos acuiferos
y se ha descrito, por la agencia internacional de investigacién en cancer (IARC), como
carcinégeno tipo 1. La exposicion crénica a este contaminante se asocia al desarrollo de
diferentes tipos de cancer como el de pulmén, rifiones, vejiga, higado y piel. Se ha
propuesto que la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es el principal
mecanismo a través del cual el As dafia diversas macromoléculas celulares como el DNA.
proteinas y fosfolipidos. Uno de los principales sistemas detoxificantes y antioxidantes de
la célula es el de la ruta de sefializacion Nrf2-Keap1. Nrf2 es un factor de transcripcion que
en condiciones normales es retenido y degradado en el citoplasma por su represor Keapl.
Sin embargo, en presencia de estrés oxidativo, Nrf2 se transloca al ntcleo donde activa
genes de detoxificacion y de respuesta al estrés que presentan elementos de respuesta
antioxidantes (ARE) como los genes HO-1, NOOI, GCS-y, GSTAI, MRP2, entre otros.
Aunque en el ratén la activacion de n7f2 es capaz de inducir la transcripcion de su propio
mensajero, se desconoce si en el humano existe un sistema auto-regulatorio semejante.
Recientemente, se han identificado tres polimorfismos (-653G/A, -651G/A y -617C/A) en
la regién promotora de NRF2 y se ha establecido el efecto de su presencia sobre la
activacion de la via.

Se utilizaron células B inmortalizadas (NL-1), tratadas a distintos tiempos con arsenito de
sodio. EI RNA total se extrajo con el reactivo de Trizol. La expresion génica fue
determinada por RT-PCR en tiempo real, mediante la utilizacion de oligonucledtidos
especificos y SybrGreen. Las células NL-1 fueron tratadas con dosis subletales de As
(5uM) a tiempos cortos (20-120 min), intermedios (4-12 hrs) y largos (12-24 hrs). La
viabilidad celular se determin6 por el método de azul tripano. La activacion de la ruta fue
medida por medio de los niveles de mRNA de los genes NRF2, HO-1 y NQOI. En todos
los casos se realizaron dos ensayos independientes, cada uno de ellos por duplicado. El
nivel de expresion de GAPDH fue utilizado como control interno de normalizacion.

En este trabajo, se documenta la activacion de la ruta Nrf2-Keapl en respuesta a la
induccién con As en las células derivadas de linfocitos mediante un aumento en la
expresion de HO-1 y aparentemente de NRF2, pero no de NQOI. Por otra parte, se estima
la frecuencia de los SNPs mencionados en una muestra de la poblacién mexicana y se
establece un modelo celular para que, en un futuro, se logre establecer el efecto de los
polimorfismos de NRF2 sobre la activacion de la ruta. Al analizar los niveles de RNAm de
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HO-1'y NQOI, se observé que la exposicion de las células B al arsénico indujo la
activacién de la ruta Nrf2-Keapl desde tiempos tan tempranos como 20 min y hasta al
menos 24 hrs de incubacion. La expresion de HO-1 fue 5 veces mayor que la de NQOI
(Fig. 1), lo cual sugiere la presencia de una expresion diferencial de ambos genes por parte
del As. A diferencia de lo reportado en otros tipos celulares, los niveles de RNAm de NRF2
se incrementaron en respuesta a la exposicion a As. Nuestros resultados muestran por
primera vez la activacion de la ruta Nrf2-Keap1 en respuesta a la exposicion a As en células
linfocitarias. Ademas, se identifico la expresion diferencial de los genes HO-1 y NQOI.
Finalmente, nuestros datos sugieren que el As es capaz de encender un sistema de auto-
regulacion en la expresion de NRF2.

La frecuencia del alelo menos frecuente fue -653 43.1%, -651 4.7% y -617 26.1%. Por otro
lado, se ha generado un banco de células linfocitarias inmortalizadas, de las cuales se
conoce el genotipo.
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INTRODUCCION

Cancer

El cancer en uno de los principales problemas de salud publica y México no es la
excepeion. A nivel mundial mas de 22 millones de personas se encuentran afectadas por
algun tipo de neoplasia, cada afio se detectan al menos 10 millones de nuevos casos y
anualmente més de 7 millones de personas mueren por esta causa. El cancer representa un
conjunto de enfermedades que tienen en comun un proceso patolégico que involucra
alteraciones en la proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Los mecanismos normales
de regulacién permiten que las células sélo proliferen cuando son requeridas durante el
desarrollo embrionario, la reparacion de heridas y en el recambio natural en los tejidos. Sin
embargo, en el céncer la pérdida de esta regulacién da como resultado una proliferacién
celular exacerbada, lo que se manifiesta en la formacién de tumores en diversos tejidos, que
cuando adquicren la capacidad de invadir otros tejidos, se denominan neoplasias malignas o
cancer.

El proceso carcinogénico ocurre en multiples etapas, representado tipicamente la
acumulacion sucesiva de alteraciones en genes claves reguladores en la proliferacion y
muerte celular, asi como del mantenimiento de la integridad del genoma. Inicialmente, las
diferentes etapas de la carcinogénesis fueron descritas en cancer de colon y tienen
correspondencia con los distintos estados histologicos y alteraciones genéticas. Los estados
de la carcinogénesis se designan: i) “iniciacion”, en la cual la célula sufre un dafio y la
proliferacion inicial disemina la alteracion que promueve la proliferacion de manera

irreversible en la progenie celular: ii) “promocion” caracterizada por multiples rondas de
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replicacion y la transicion gradual hacia la transformacién celular y iii) “progresion” en la
que las células cancerosas se diseminan y generan multiples sitios de crecimiento tumoral.

Se considera que un tumor maligno tiene un origen monoclonal y el proceso de
transformacién implica la activacion de proto-oncogenes y la inactivacion de genes
supresores de tumores (Yu y Hahn, 2004). La extensa duracion del proceso en algunos
tipos de cancer ha hecho reconsiderar a algunos autores sobre el origen monoclonal de un
tumor maligno. Durante el proceso carcinogénico la célula adquiere una serie de
caracteristicas celulares como auto suficiencia proliferativa, insensibilidad a sefiales
antiproliferativas, evasion de la apoptosis (figura 1). La adquisicion de estas caracteristicas
se debe a la mutacion de diferentes genes a causa de diversos factores propios de la célula y

externos.

Factores genéticos

El céncer es considerado una enfermedad multifactorial debido a la participacion de
factores genéticos y ambientales. Los factores genéticos juegan un papel importante en la
carcinogénesis y pueden observarse a dos niveles. En primer lugar, la adquisicién de
alteraciones genéticas en su genoma que no se encuentran en las células circundantes de
tejido sano y consisten en alteraciones somaticas que modifican la estructura y/o expresion
de oncogenes y genes supresores de tumores. Por otra parte, existen varios estudios que han
demostrado que la predisposicion a padecer diversos tipos de céncer es heredable, entre los

que destaca el cancer de mama y el retinoblastoma (Soussi et al, 1993).
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Cancer monogénico

Se estima que el 5% de las neoplasias se originan a partir de mutaciones monogénicas que
pueden ser heredadas en forma mendeliana o adquiridas “de novo” en las células
germinales por lo tanto, estan presentes en todas las células del individuo (Brinkman et al,
2006).

El retinoblastoma es uno de los mejores ejemplos, se conocen dos tipos: el hereditario y el
esporadico o no herediratario. En 1971, Knudson analizando pacientes afectados con
retinoblastoma propuso que este tipo de céncer era generado por dos eventos de mutacién.
en el caso de retinoblastoma hereditario la primera mutacién se generaba en las células
germinales y la segunda en los retinoblastos; mientras que en el retinoblastoma no
hereditario, ambas mutaciones ocurrian en las células de la retina (Knudson, 1971).
Posteriormente, esta hipétesis fue corroborada por otros investigadores, cuando observaron

que el retinoblastoma es producido por mutaciones en el gen supresor de tumor RBI.

El estudio de los diversos tipos de cancer mendeliano permitio la identificacion genes
especificos y de las alteraciones responsables de la enfermedad. Ahora se sabe que
generalmente los genes involucrados en las neoplasias monogénicas como el
retinoblastoma, neuroblastoma, cancer de colon por poliposis adenomatosa familiar y el

sindrome de Li-Fraumeni son genes supresores de tumores. La penetrancia (fraccion de
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Figura 1. Estados de una célula tumoral.
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individuos que portan una mutacion y manifiestan la enfermedad) de las mutaciones en
estos genes es variable, por ejemplo, las mujeres que portan la version mutada del gen
BRCAI. tienen un riesgo del 70% de desarrollar cdncer de mama u ovario (Palma et al,
2008). mientras que aquellos casos que porten una mutacion en el gen RBI. tienen un
riesgo del 90% para padecer retinoblastoma. Aunque la frecuencia de las mutaciones en
estos genes es muy baja en la poblacion general (1/1000 para el caso de BRCAI), estas
frecuencias varfan en las distintas poblaciones, como sucede en poblaciones judias para la
presencia donde la frecuencia de mutaciones en BRCAI y BRCA2 es muy alta y se estima
que son responsables del 40% de los canceres de ovario y 20% de los casos de cancer de
mama (Edlich ef al. 2005).

Aunque no se conoce a detalle la funciéon de todos los genes involucrados en la
susceptibilidad a los diversos tipos de cancer, muchos de ellos participan en la regulaciéon

del ciclo celular, la muerte celular programada y en la reparacion o deteccién del dafio al

DNA.

Cancer multifactorial

El 95% de los canceres presentan un cardcter multifactorial y se deben a alteraciones
somaticas adquiridas en algin momento de la vida de un individuo; estos son
“esporadicos”, aunque existe agregacion familiar.

La completa secuenciacién del genoma humano ha impulsado la investigacién sobre la
participacion de variantes génicas mas frecuentes y su asociacion con la predisposicién a
padecer padecimientos multifactoriales, entre los que destaca el cancer. Los polimorfismos

de un solo nucledtido (SNPs) son el tipo de variacién mas frecuente en el genoma humano,

16



constituyen el 90% de las variantes genéticas y se encuentran aproximadamente 12
millones de ellas en todo el genoma con una distribucién aproximada de cada 300 pares de
bases (Kim y Misra. 2007). Existen diversos estudios que han asociado la presencia de
polimorfismos en genes especificos como los oncogenes y los genes supresores de tumor,
con el riesgo a padecer diversos tipos de céncer. Esto podria explicar la observacion de las
diferencias interindividuales en la respuesta a los diversos factores ambientales y son un
excelente ejemplo de la interaccion gen-ambiente. La presencia de mutaciones de diversa
naturaleza en los oncogenes y los genes supresores de tumor también se han asociado con
el riesgo a padecer cancer multifactorial. Estos genes van desde los involucrados en la
regulacion de la proliferacion, la diferenciacion y la activacion transcripcional hasta
aquellos involucrados en la induccion de la muerte celular (Chen y Hunter, 2005). Otro tipo

de genes que se han asociado con cancer son los que regulan la respuesta al dafio celular.

Factores ambientales

En distintos estados del proceso carcinogénico. las alteraciones celulares inherentes a la
transformaciéon maligna pueden producirse por agentes externos. Los agentes que tienen la
capacidad de ocasionar cancer en modelos animales, son denominados carcinégenos
(Morita et al, 1997). La gran mayoria de los carcinégenos causan dafio al DNA en las
células o tejidos expuestos a dicho agente por lo que se consideran genotdxicos en tanto
que aquellas carcinogenos asociadas al desarrollo de neoplasias incapaces de dafiar al
DNA. son consideradas no genotoxicas. Muchos de los carcinégenos genotdxicos pueden
considerarse iniciadores del proceso oncogénico al participar en eventos tempranos del
mecanismo de carcinogenénesis. Por otra parte, el desarrollo de tumores puede facilitarse

en modelos animales expuestos a agentes no genotdxicos capaces de estimular la
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proliferacion celular y otro tipo de dafio en los tejidos expuestos a dichos agentes, los
cuales se consideran “promotores™ del proceso carcinogénico. La Agencia Internacional
para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) ha acumulado informacion
de un nimero creciente de agentes evaluados para la actividad carcinogénica, basdndose en
datos epidemioldgicos y en distintos resultados experimentales, que incluyen modelos
animales. La IARC ha establecido un sistema de clasificacion de los carcindgenos en tres
niveles: tipo I, carcinégeno comprobado en humano; tipo II. probable carcindgeno en
humano: tipo 111, posible carcindgeno. Los mas importantes de éstos, son aquellos agentes
genotoxicos cldsicos que pertenecen al nivel I, como la radiacién ionizante o sustancias del
tabaco como el benzopireno. asi como agentes biolégicos como el virus del papiloma
humano y la bacteria Helicobacter pylori. Dentro de este nivel también se han incluido
sustancias cuya actividad genotéxica y mecanismo molecular de accién atn no se
comprenden en su totalidad, pero que existe evidencia suficiente, sobre todo
cpidemioldgica, para considerarlos carcindgenos (Luch., 2005). Dentro de estas tltimas
destaca el arsénico, que en diferentes estudios se le ha asociado al desarrollo de diversos

tipos de cancer. como los de piel. vejiga, pulmén e higado.

Arsénico

El' As es un elemento que se encuentra en concentraciones traza en todos los ambientes
naturales. Sin embargo en algunas zonas del planeta su concentracion en suelo y agua es
muy alta, sobre todo debido a las caracteristicas geoquimicas de la region. aunque algunas
actividades humanas como la mineria, incrementan considerablemente la concentracion
ambiental (IARC). En las poblaciones expuestas a niveles altos de As se han reportado

diversos dafios a la salud, lo que ha ocasionado un incremento en el interés por entender a
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detalle los mecanismos de la toxicidad del As.

El As como elemento no es soluble en agua, pero sus sales tienen un amplio espectro de
solventes dependiendo del pH del medio. Este genotdxico se encuentra en raras ocasiones
en estado puro, generalmente esta combinado con metales y azufre. Asi, puede encontrarse
como elemento inorgdnico cuando esta en combinacién con algunos metales como el cobre,
el plomo, el zinc o el oro y, en forma de elemento organico cuando se encuentra en
combinacién con carbono e hidrogeno. El As puro tiene una coloracion gris metélico y en
la mayoria de los compuestos organicos e inorganicos de As tienen una coloracién blanca o
incolora, no tiene olor ni sabor, por lo que su presencia en la comida, en el agua o en el aire
pasa desapercibida. Puede estar en cuatro formas dependiendo de su valencia: -3, 0, +3 y
+5. En condiciones reductoras, su estado dominante es con valencia +3 como arsenito
(AsII), el estado +5 es el arsenato (AsV) que es mas estable en condiciones oxidantes.
Algunas de las especies identificadas en el agua son en menor cantidad el 4cido monometil
As (MMA) y el 4cido dimetil As (DMA). La estabilidad de los compuestos inorganicos de
As depende de su valencia y de la naturaleza del medio; en un ambiente bésico y oxigenado
se favorece la formacion de As pentavalente mientras que, en un medio 4cido, se favorece
la formacion de As trivalente. Las formas mas frecuentes de As inorganico (As™”) son el
arsenito (As“’) y el arsenato (As™) y las formas organicas mas frecuentes son el acido
monometilarséonico (MMA), el 4cido dimetilarsinico (DMA) y el 6xido de trimetilarsina

(TMAO) (IARC, 2008).

Metabolismo del As

El mecanismo més comun utilizado por los organismos para eliminar los tdxicos

ambientales es la biotransformacion, la cual consiste en convertir los xenobidticos no
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polares en compuestos solubles en agua. En algunos casos, la biotransformacion resulta en
la produccién de un metabolito més toxico que el compuesto original, a este proceso se le
denomina bioactivacion. Si estos metabolitos se acumulan pueden producir una respuesta
toxica. Las reacciones de biotransformacion se agrupan en dos conjuntos de vias
metabolicas: las reacciones de Fase I o de funcionalizacion y las reacciones de Fase II o de
conjugacion.

La biotransformacion de Fase I comprende un conjunto de reacciones de las que la
oxidacion a nivel microsomal es la reducciéon y la hidrélisis. Como resultado a las
reacciones de la fase I se forman metabolitos que en general son mas hidréfilos y que
pueden ser transformados en las reacciones de Fase II.

Las reacciones de Fase II. de las cuales la glucurono-conjugacién es la mas caracteristica,
estan catalizadas por un conjunto de enzimas, la mayoria de ellas localizadas en citoplasma.
Las reacciones consisten en agregar un grupo polar de tamafio relativamente grande a los
productos de las reacciones de la Fase I o a los xenobidticos originales que contienen los
grupos funcionales apropiados para ser substratos de las reacciones de conjugacién. El
resultado que se logra con estas reacciones es un aumento en la solubilidad en agua del
xenobidtico o metabolito, lo que facilita su eliminacion del organismo.

El modelo actual sobre el metabolismo del As se caracteriza por dos tipos de reacciones en
células de mamifero. El primero es una biotransformacion de Fase I, consistente en una
oxidacion/reduccion que cambia el estado de valencia del As, permitiendo el paso de As™ a
As". El segundo tipo de reaccion es la metilacion a productos mono-, bi- o trimetilados de
As trivalentes por la S-adenosilmetionina (SAM) como donador de grupos metilo y la
forma reducida del glutation (GSH) como cofactor esencial (Morgan et al., 2001).

Los mecanismos mediante los cuales el As se asocia al proceso carcinogénico, aun no
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estan completamente dilucidados (Gomez er al, 2005). Sin embargo, se ha propuesto la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), el dafio al DNA y la modificacién de
sefializacion intracelular como posibles efectos.

La generacion de ROS debido a metales se ha asociado con dafio al DNA a través de la
formacion de dimeros, rompimientos de cadena sencilla, formacion de enlaces covalentes
con proteinas, hidroxilacion y mutaciones. En la generacién de ROS se producen especies
de vida media corta como O ;. H,0,. OH y singulete de oxigeno. entre otros (Pi ef al.
2003). En el 2004, Shi y cols. (Shi es al, 2004), demostraron que el As es capaz de
ocasionar dafio a keratinocitos a través del estrés oxidativo mediante la generacién de ROS
especificas (O 7, H,O, y  OH) al ser incubadas con el metaloide.

En la célula, el estrés oxidativo induce la via Nrf2-Keapl y promueve la expresion de
enzimas de fase II. como SAM y GSTA., por lo que esta via podria ser considerada como un
mecanismo de defensa ante el estrés oxidativo (figura 2).

Recientemente, se ha reportado que la activacién de la via de Nrf2 confiere proteccion
contra los efectos toxicos inducidos por arsenito de sodio [As(II1}] y 4cido

monometilarsenoso [MMA(III)] (Pi ef al, 2003).

Nrf2-Keap1-ARE: mecanismo antioxidante

Con la finalidad de disminuir el efecto nocivo del estrés oxidativo, la célula ha desarrollado
diferentes mecanismos antioxidantes, entre los que destaca el regulado por la ruta de

sefializacion Nrf2-Keapl. Nrf2 (del inglés nuclear factor erythroid 2-related factor 2) es un
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Figura 2. Metabolismo celular del arsénico.
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factor de transcripeion de la familia de las proteinas con “zipper” de leucinas que regula la
expresion de diversas enzimas antioxidantes y detoxificantes, a través de su union a sitios
ARE (elemento de respuesta antioxidante), las cuales estin conformadas por la secuencia
consenso 5'-tgcTGA(G/C)tcaGCA-3" (figura 3). Bajo condiciones normales, Nrf2 es
retenido en el citoplasma donde se induce su degradacion a través de la interaccion con su
proteina represora Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1). Sin embargo, en presencia
del estrés oxidativo, Nrf2 es fosforilada y se libera de Keapl lo que promueve su
translocacion al nicleo donde forma heterodimeros con proteinas de la familia small-Maf
(MafF, MafG y MafK) e induce la expresion de una bateria de genes antioxidantes y
detoxificantes que contienen sitios ARE (Zhang y Gordon, 2004; Chen y Kong, 2005).

La activacion de los sistemas de defensa enddgenos mantiene la homeostasis celular redox
y varias de las enzimas que son activadas en respuesta a estrés oxidativo contienen en sus
promotores a secuencias ARE. Los antioxidantes clasicos como CAT y GPx directamente
neutralizan e inactivan reacciones mediadas por ROS, por ejemplo GPx emplea el glutatién
producido por la GSR para mantener el balance redox. Entre los genes regulados por Nrf2
se encuentran diversas enzimas del metabolismo de farmacos como la glutation S-tranferasa
(GST). proteinas transportadoras como la proteina multirresistente a drogas 2 (MRP2) y
enzimas antioxidantes como la NAD(P)H:quinona oxidorreductasa-1 (NQO1), la hemo-

oxigenasa 1 (H{O-1) y la y-glutamil cisteina sintetasa (y-GCS) .
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Dafio: ROS, xenobidticos, etc

Figura 3. Esquema general de la ruta antioxidante Nrf2-Keapl.
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La ruta de sefializacion protege a la célula contra diversos agentes oxidantes y
carcinégenos, incluyendo el As. Experimentos realizados con células de epitelio de vejiga
(UROtsa) mostraron que el silenciamiento de Nrf2 con RNA de interferencia, incrementaba
la toxicidad del As y de uno de sus metabolitos. el MMA (He e7 al. 2006). En este mismo
trabajo se demostré que la activacion de la ruta con sustancias quimiopreventoras tert-butil

hidroquinona (tBHQ) y sulforafan (SF) disminuian la citotoxicidad a As(IIT) y MMA(III).

Gen NRF2 y estructura de Nrf2

La proteina Nrf2 esta codificada por el gen NRF2, que se encuentra en el cromosoma 2
(2q31) y esta constituido por 5 exones y 4 intrones (Yamamoto et al, 2004). La expresién
del gen ocurre en practicamente todos los tejidos, aunque es particularmente abundante en
mucosa géstrica y pulmén, donde permanentemente hay generacion de dafio por estrés
oxidativo (Zhang, 2006). Se ha reportado que en el ratén, los niveles del mensajero de nrf2
pueden incrementarse levemente en condiciones de estrés oxidativo en algunos tipos
celulares y estos se debe a una secuencia ARE en el promotor, lo que ocasiona una auto-
regulacién positiva. En el humano se localiza una secuencia similar a ARE (ARE-like) que
no se ha analizado por completo y aunque se considera a la regulacién postraduccional de
Nrf2 como la principal regulacion de la via, la induccién con diversos xenobidticos genera
incrementos consistentes (aunque moderados) de los niveles del mensajero de NRF2
(Yamamoto et al, 2004).

Nrf2 es una proteina que comparte la estructura modular con otros factores de
transcripcion, con un dominio de transactivacion y un dominio de unién al DNA que
regulan su actividad transcripcional. Los dominios de transactivacion Neh4 y Neh5

interactian con la maquinaria de transcripcion basal y adicionalmente con el coactivador
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CBP para promover la activacion transcripcional. E1 dominio Neh6 esté considerado el
dominio de degradacion: en condiciones de estrés oxidativo este dominio no es sensible al
estado redox de la célula. El dominio de amino-terminal Neh2 funciona como el dominio
de interacciéon con Keapl, que retiene a Nrf2 en el citoplasma bajo condiciones de
homeostasis, mientras que el dominio Neh3 contiene la sefial de localizacion nuclear
requerida para el reclutamiento de Nrf2 al nucleo durante el estrés oxidativo. Cerca del
carboxilo-terminal se encuentran los dominios “cap and collar” (CNC) y de “zipper” de
leucinas, los cudles son lo dominio de dimerizacién con proteinas Maf y de unién a la
secuencia ARE (Bloom y Jaiswal, 2003).

Nrf2 puede ser degradado por dos mecanismos; la degradacion proteosomal durante la
homeostasis y la degradacion independiente de Keapl en el niicleo en condiciones de estrés
oxidativo. Ambos tipos de degradacion requieren de la interaccién con el dominio Neh6 de
Nrf2. Recientemente se ha descrito un arreglo de leucinas en una estructura hélice alfa del
dominio Neh2 amino-terminal de Nrf2, el cuél es necesario para el marcaje con ubiquitina
mediada por Keapl en el citoplasma. Las mutaciones en estos residuos disminuyen la
afinidad de Nrf2 por el dominio Kelch de Keapl. La degradacién independiente de Keapl
es activada a través del dominio Neh6 de Nrf2, que regula la degradacién de la proteina en
el nucleo en condiciones de estrés oxidativo. Esta degradacion de Keapl ocurre
exclusivamente en el ntcleo, ya que en este compartimento se encuentra restringida la
ubiquitin-ligasa necesaria (Pi et al, 2007).

La activacion de la via de Nrf2 involucra mecanismos que interfieren con el complejo
Keapl-Nrf2 y puede incluir modificaciones postraduccionales que afectan la afinidad de
unién entre los dominios Kelch de Keapl y Neh2 de Nrf2 o la interaccién con las proteinas

Maf o con la maquinaria de transcripcion basal. La estabilidad intracelular esta determinada
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por la tasa de degradacién por ubiquitinacion y puede regular la estabilidad de Nrf2 y su
actividad transcripcional. Nrf2 tiene una vida media de 10 a 30 minutos. Los niveles
basales de Nrf2 son mantenidos por una tasa constante de sintesis y degradacion y se cree
que la fosforilacién de la proteina constituye un mecanismo de regulacion de la estabilidad

de la proteina, que se considera el méas importante de la via.

HO-1y NQO1

La expresion de diversas enzimas que participan en las sintesis, metabolismo y exportacién
de glutation son finamente reguladas por secuencias ARE para mantener en orden distintas
funciones celulares como la apoptosis. el metabolismo, la proliferacién y la transcripcion.
Por otra parte. los antioxidantes facilitan la conversion de metabolitos de especies reactivas,
como quinonas, peréxidos y aldehidos a especies reducidas mediante reacciones de
conjugacion/reduccion. Dos de los genes blanco mas estudiados de Nrf2, son los genes HO-
I'y NOOI, que participan en procesos antioxidantes. De esta forma, NOOI convierte las
semiquinonas e hidroquinonas en productos menos reactivos, por medio de reacciones de
reduccion por transferencia de electrones, protegiendo a las membranas celulares de la
peroxidacion (Nioi y Hayes, 2004). La induccion de NOO! ocurre a través de un elemento
de respuesta a xenobioticos (XRE) o del elemento ARE. La secuencia ARE (TGACTCA)
de NQOI se activa por estrés oxidativo y se ha empleado ampliamente en promotores
heterologos para evaluar respuesta celular a este tipo de dafio. Proteinas que responden a
estrés como //O-1 también protegen de las agresiones por estrés oxidativo y contribuyen a

mantener el balance redox. HO-1 cataliza la degradacion oxidativa del grupo hemo,
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liberando  biliverdina, CO 'y el i6n hierro como productos antioxidantes.
Convencionalmente HO-1 es inducida por el grupo hemo, existen numerosos reportes que
sefialan la induccion de la expresion de HO-1 por hiperoxia y diversos xenobidticos, como

el As, que generan estrés oxidativo en varios tipos celulares con efectos protectores.

Nrf2 y cancer

La respuesta celular al dafio a través de la via Nrf2-Keap] juega un papel importante en el
desarrollo de diversas enfermedades. entre las que destaca el cancer. En modelos animales
se ha demostrado que la delecion germinal del gen que codifica para nrf2, incrementa el
riesgo para desarrollar diversos tipos de tumores después de su exposicién a una amplia
gama de”carcindgenos. Por otro lado, la capacidad anti-carcinogénica de algunos
quimiopreventores derivados de la dieta, como el oltipraz y el sulforafan, depende por
completo de la funcionalidad de la ruta Nrf2-Keap1 (lida er a/. 2004; Chen y Li, 2006; Xu
et al, 2006). Estos hallazgos han llevado a proponer a la via Nrf2-Keap-1 como un sistema
quimiopreventor del cancer. Sin embargo, se ha reportado la sobre-expresion de Nrf2 en
biopsias de tumor de cuello y cabeza y la presencia de mutaciones inactivadoras en Keap-1,
tanto en biopsias de tumor de pulmén como en lineas celulares derivadas de la misma
neoplasia (Singh ef al. 2006), por lo que se ha propuesto que la via Nrf2-Keapl podria
desempefiar un papel dual en el desarrollo del cancer. dependiendo del momento de su
activacion. De esta forma, la activacion de la ruta en células normales evitaria el efecto
carcinogénico del estrés oxidativo y en células neoplésicas su activacion constitutiva podria
actuar como protectora contra el ambiente altamente oxidante del tumor y por lo tanto

promover su desarrollo. Ademas, Nrf2 puede inducir la expresion de enzimas que
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participan en el metabolismo y excrecion de diversos farmacos antineoplasicos, confiriendo
resistencia al tumor contra la terapia. En la actualidad aun existen muchos aspectos por
entender de la participacion de la via Nrf2-Keap1 en el desarrollo de cancer, principalmente
en lo que respecta al papel que desempefian distintas variantes genéticas en la activacion de

la via.

Polimorfismos en NRF2 y actividad transcripcional

Estudios de clonacion posicional en ratén identificaron a nrf2 como el elemento clave de la
activacion de enzimas que contienen elemento ARE reguladas en respuesta a la hiperoxia.
Reportes subsecuentes demostraron su induccion en respuesta a tBHQ, sulforafan y otros
inductores, lo que resulta en la activacién de enzimas inducibles por ARE. Los ratones nrf2”
" presentan un incremento en la inflamacion y daflo pulmonar, lo que demuestra la
importancia de este factor en la defensa contra el dafio por estrés oxidativo (Ramos-Gomez
et al,2001).

Se ha demostrado que en al menos en raton, n7f2 es capaz de regular su propia transcripcion
a través de secuencias similares a ARE (ARE-like) localizadas en la region proximal del
promotor. De las dos secuencia ARE-like presentes, AREL1 corresponde a la secuencia
consenso ARE, mientras que el elemento AREL2 contiene una base adicional antes de la
caja GC (-754, TGACtgtGGC). Mutaciones en el nicleo TGAC de la secuencia AREL1 6
AREL?2, inhiben la activacion del promotor en respuesta al antioxidante fenélico 3H-1,2-
dithiol-3-tiona (D3T) en células PE derivadas de queratinocitos de ratén. Ademas, ensayos
de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) han demostrado la unién de nrf2 a una region

que incluye a la secuencia AREL2 de su propio promotor. La utilizacion de promotores
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heterologos con la secuencia AREL2 ha permitido demostrar la activacion de esta secuencia
enrespuesta a D3T. Estos resultados indican que la activacion transcripcional del promotor
de mrf2 también juega un papel importante en la activacion de la defensa por estrés
oxidativo, al menos en raton. Hasta el momento no existen reportes de la induccion de la
expresion de Nrf2 en el humano como respuesta al estrés oxidativo, por lo que se desconoce
si esta activacion también ocurre en células humanas. El promotor de NRF2 en el humano
presenta un sitio ARE-like que no corresponde al consenso de la secuencia ARE y aunque
se ha reportado la presencia de un polimorfismo en dicho elemento. su efecto y el de otros
polimorfismos que ocurren en el promotor no se conocen a detalle.

Diversos estudios de re-secuenciacion han permitido identificar 14 diferentes
polimorfismos en NRF2 humano, aunque algunos de ellos han sido detectados con
frecuencias muy bajas Gnicamente en poblacién japonesa y sélo tres de ellos se han
encontrado en individuos con diferente origen étnico (caucésicos, africanos. asiaticos y
amerindios) (Marzec et al, 2007). Estos ultimos se ubican en la regién promotora del gen -
617(C/A), -651(G/A) y -653(A/G) y son variantes de un solo nucleotido (SNPs) capaces de
afectar la expresion del gen, reduciendo los niveles del RNA mensajero. Estudios de casos
y controles han mostrado la asociacion del polimorfismo -617 (localizado en la secuencia
ARE-like), con un incremento a padecer dafio agudo al pulmén y del SNP -653 con un

incremento en el riesgo a desarrollar gastritis crénica.
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JUSTIFICACION

El céncer es un problema importante de salud publica debido a su alta incidencia, elevada
mortalidad y alto costo socioecondmico. Por su parte, el As es uno de los carcinégenos més
abundantes en el medio ambiente y estd relacionado con el desarrollo de diversas
neoplasias como cancer de pulmon, vejiga, higado y piel. Este compuesto es altamente
citotoxico debido a la generacion de ROS intracelular y el consecuente estrés oxidativo.
Uno de los mecanismos de defensa mas importantes en contra del estrés oxidativo es la via
de sefalizacion Nrf2-Keapl. La activacion de esta ruta en células normales participa en la
prevencion del céncer al disminuir la presencia del estrés oxidativo y eliminar diversos
carcinogenos. Por tal motivo esta via de sefializacion ha sido propuesta como una
herramienta eficaz en la prevencién del cancer. Particularmente en el caso del As, la ruta
Nrf2-Keapl protege eficazmente a las células contra sus efectos citotoxicos. Actualmente,
se ha demostrado la activacion de la ruta por As en células de pulmén, piel y vejiga; sin
embargo no se conoce su respuesta en linfocitos, uno de los primeros tipos celulares con los
que tiene contacto el As al entrar al cuerpo. Asi, es necesario determinar si esta via es capaz
de responder a la presencia de genotdxicos como el As.

Por otra parte, es posible que SNPs en la region reguladora de NRF2 modulen su expresion
y respuesta al estrés oxidativo, por lo que es importante determinar su frecuencia en
poblacion mexicana para futuros estudios que conduzcan al entendimiento del efecto

funcional de estos en la induccion de la ruta.
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OBJETIVOS

Objetivo general

. Evaluar la participacion de la ruta antioxidante Nrf2-Keap1 en la respuesta celular al

As en una linea celular de origen linfocitario.

Objetivos particulares

. Determinar los niveles de expresion basal de los genes NRF2, HO-1 y NOOI en

células linfocitarias.

. Evaluar la induccion de los niveles de expresion de los genes NRF2, HO-1'y NQOI

por As en la linea celular de origen linfocitario NL-1.

. Determinar la frecuencia de los polimorfismos localizados en el promotor de NRF2

-653(G/A), -651(G/A) y -617(C/A) en una muestra de poblacién mexicana.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de muestras

Los acidos nucléicos y la linea celular NL-1 fueron obtenidos a partir de sangre total
extraida de 39 donadores voluntarios sanos que acudieron al banco de sangre del Instituto
Nacional de Pediatria (INP). Todos los participantes fueron mayores de 18 afios y firmaron
la carta de consentimiento informado. La muestra estuvo conformada por 12 mujeres y 27

hombres.

Niveles de expresion basal de los genes NRF2, HO-1y NQO1 y

activacion de la ruta Nrf2-Keap1 con arsenito de sodio

a) Obtencion de la Linea celular NL-1

Extraccion de células blancas

La linea celular NL-1 se genero a partir de linfocitos obtenidos de sangre periférica a través
de un gradiente de Ficoll (Lymphoprep, Axis Shield) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Inicialmente se tomaron 10 mL de sangre total y se centrifugaron a 2500 rpm
durante 20 min. Posteriormente, se colectd el botén de leucocitos y se mezcld con un
volumen de 5 mL de solucion Hanks. Una vez homogenizada la suspension celular, se
vertid cuidadosamente sobre un gradiente de Ficoll. A través de su centrifugaciéon a 2500
rpm durante 30 min, se promovi6 la formacion de tres fases: una fase superior acuosa, la
fase intermedia de células blancas y la de eritrocitos en la parte inferior. La capa de células

blancas fue retirada cuidadosamente con una pipeta pasteur y transferida a un tubo limpio.
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Las células recuperadas fueron lavadas al llevar el volumen obtenido hasta 8 mL con
solucion Hanks. Después de agitar suavemente las muestras fueron centrifugadas a 1500
rpm durante 10 min. Posteriormente. se decant el sobrenadante y se repitié el lavado con
8mL de solucion Hanks. Finalmente. el boton es resuspendido en 5 mL de solucién Hanks
para su posterior conteo y determinacion de viabilidad celular.

La viabilidad celular se determiné a partir de una alicuota de 450 pL de suspension celular,
a la cual se agregaron 50 uL de azul tiipano al 0.4% (p/V). La suspension celular se coloco
en una camara de Neubauer donde se contaron tanto las células vivas (aquellas capaces de
excluir el azul tripano), como las células muertas (aquellas incapaces de excluir el azul
tripano y por lo tanto tefiidas de azul). El conteo se realizé en cuatro cuadrantes de 0.1
mm’* de volumen. Para obtener el nimero celular por mililitro se utilizo la siguiente

formula:

células / mL= (# de células) (10%) (mL totales de suspension celular)

en donde:

# de células = promedio de células en los cuadrantes contados

10* = factor de conversién del 4rea contada* en mL (1 mL=1 em’=1000 mm®)

La viabilidad celular se determing de la siguiente manera:

% viabilidad = (células vivas / células totales) (100)



Una vez obtenido el niimero total de células, se congelaron en nitrogeno de 5-10

millones / mL en SFB y 10% de dimetil sulfoxido (DMSO).

Inmortalizacion celular

Para la inmortalizacion del cultivo celular, se sembraron 4 millones de células en placas de
24 pozos con 2 mL de medio RPMI suplementado al 15% con SFB, 75% de una solucion
comercial del virus de Epstein Barr (VEB) (cepa 1492 de ATCC) y 1pg/mL de ciclosporina
A para disminuir la citotoxicidad. La solucion se resuspendid suavemente y se incub6 a
37°Cy 5% de CO, durante 72 hrs. Al término de la incubacion se agregé ImL de medio
RPMI fresco suplementado con SFB al 15% y 1pg/mL de ciclosporina A para proseguir su
incubacion 72 hrs mas, momento en el cual el crecimiento celular produjo el viraje del
medio a un color amarillo. La inmortalizacion celular se confirmé al identificar por
microscopia de luz la generacion de prolongaciones en la membrana de las células y la

formacion de grandes cimulos celulares.

Proﬁ'agacién de la linea celular NL-1

La linea celular NL-1 se propagd y se mantuvo a 37°C y 3% de CO, en medio RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), el cual fue renovado cada tercer dia
cultivando de 300-500 mil células por mililitro de medio. La formacion de cimulos y el
cambio de pH del medio (cambio de color rosado a amarillo) fue indicador de una buena
proliferacion. La viabilidad y el conteo se realizaron dos veces por semana para mantener

el cultivo en buenas condiciones.
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Extraccion de RNA

La extraccion de RNA a partir de cultivos celulares se realizé con el método de Trizol
(INVITROGEN) siguiendo las especificaciones del proveedor. Para la extraccién a partir

de sangre total se utilizé Trizol LS (INVITROGEN).

Brevemente, se tom6 ImL de sangre total o hasta 10x10° células y se centrifugd a 2500
rpm para obtener un boton celular al cual se agregaron 750 ul. del Trizol correspondiente.
El lisado celular fue homogenizado suavemente e incubado 5 min a TA para permitir la
disociacién completa de los complejos de nucleoproteinas. Posteriormente, se purificé el
RNA al afadir 200 uL de cloroformo. La solucion celular se agitd vigorosamente y se
incub6 15 min a TA. Después, la mezcla se centrifugé a 11,000 rpm por 15 min a 4°C para
generar la formacion de una fase acuosa (RNA), una organica (fenol-cloroformo) y una
interfase (desechos celulares). La fase acuosa se transfirié cuidadosamente a un tubo limpio
donde para la precipitacion del RNA se agregaron 0.5 mL de isopropanol. La solucién se
agitd suavemente y se incubd a TA por 10 min. EI RNA fue empastillado por
centrifugacién a 11,000 rpm por 10 min a 4°C. Se decanto el sobrenadante y se lavé el
botén de RNA con 0.75 mL de etanol al 75%. A continuacion, la muestra se agitd
vigorosamente hasta desprender la pastilla para posteriormente centrifugar a 10000 rpm por
5 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante por decantacion y el exceso de etanol fue
eliminado por evaporacién a TA. Finalmente, la pastilla de RNA fue resuspendida en 30 ulL
de agua libre de RNAsas. La concentracion de las muestras fue determinada por
espectrofotometria y su integridad evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 1%,

durante 45 min a 80 volts.
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Tratamiento con DNAsa

Para eliminar cualquier traza de DNA remanente, cada una de las muestras de RNA fue
tratada con DNAsa (Turbo DNAsa Free, Ambion). Se colocaron 50 pg de acidos nucléicos
por cada 2 U de enzima (2U/pL) y se incubaron en el buffer de reaccion a 37°C durante 30
min. Posteriormente se anadié el 10% (vol/vol) del reactivo de inactivacién incubando por
2 minutos a TA, para después centrifugar a 10,000 g por 90 seg. La fase acuosa fue
transferida cuidadosamente a un tubo limpio evitando tomar el precipitado del reactivo de
inactivacion. Cada muestra fue cuantificada nuevamente y su integridad fue determinada a

través de su corrimiento en geles de agarosa al 1%, durante 45 min a 80 volts.

b) Expresion basal de la ruta Nrf2-Keap1 y su induccién por AS. Ensayo
tiempo-respuesta

Para estos ensayos se utilizo la linea celular NL-1 derivada de linfocitos humanos,
inmortalizada previamente con virus de Epstein Barr (VEB). Para la induccién de la ruta
Nrf2-Keapl, se prepard una solucion stock de arsenito de sodio 10 mM, se dividieron en
alicuotas de 100 pL y se congelaron a -70°C.

La concentracién de As utilizada para la induccion de la ruta fue de 5uM, reportada
previamente en la literatura (He et al, 2006). En todos los casos se incluyé un cultivo de
NL-1 sin As (tiempo 0) para determinar los niveles de expresion basal de los genes NRF2,
HO-1y NQOI.

Para cada experimento se utilizaron dos botellas con 2 millones de células para cada tiempo
(duplicados), sembradas 24 hrs antes, en 10 mL de medio RPMI suplementado con 10% de

suero fetal.
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Los tiempos de exposicion al As fueron los siguientes: tiempos cortos en intervalos de 20
min (20-120 min), tiempos intermedios a intervalos de 2 hrs (2-12 hrs) y tiempos largos a
intervalos de 4 hrs (12-24 hrs). Una vez cumplidos los tiempos de induccién establecidos
en cada experimento. se extrajo el RNA para los ensayos de expresion génica.

Para cada cinética se realizaron dos ensayos independientes en dias diferentes
(experimentos 1y 2) y por duplicado para cada tiempo (ver esquema). Al final del
experimento se obtuvieron 4 datos independientes de cada tiempo, los cuales, se corrieron

por triplicado en los ensayos de expresion.

Caja 1 (triplicados en RT-PCR en tiempo real)
Experimento 1

Caja 2 (triplicados en RT-PCR en tiempo real)
Cinética 1
Caja 1 (triplicados en RT-PCR en tiempo real)

Experimento 2

Caja 2 (triplicados en RT-PCR en tiempo real)

Evaluacion de los niveles de expresion en punto final

Como un primer acercamiento para la evaluacion de los niveles de expresion de los genes
NRF2, HO-1'y NQOI al inducir la ruta Nrf2-Keapl con As, se realizaron ensayos de RT-

PCR en punto final.

Para la obtencion del cDNA necesario para los ensayos de expresion génica (tanto de punto

final como de tiempo real), se utilizé el kit TagMan (reverse transcription reagents, de
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Applied Biosystems) siguiendo las especificaciones del proveedor. Se colocé 1 pg de RNA,
5 pM de oligo dT y agua libre de nucleasas suficiente para un volumen final de 8.7uL y se
incub6 a 70°C por 5 min (para desnaturalizar las estructuras secundarias que pudiera estar
formando el RNA) y se colocé en hielo. Posteriormente se agregaron 2 pL de buffer 10X,
10 mM cloruro de magnesio, 4 mM de dNTPs y 8 U de inhibidor de RNAsa y se incubé 5
min a 37°C, al terminar se coloc en hielo. Después, se agregaron 25 U de enzima MMLV
y se incubd a 37°C por 60 min y se guardd a -20°C. El volumen final de la reaccién es de
20uL.

Para determinar la expresion génica de cada uno de los genes, se disefiaron los siguientes
oligonucleétidos para los genes GAPDH, NRF2, HO-1 y NQOI con los programas Primer

Premier y Primer Express.

GAPDH

(Forward)  5’-CATCTCTGCCCCCTCTGCTGA-3’
(Reverse)  5"-GGATGACCTTGCCCACAGCCT-3"

NRI2
(Forward)  5’-CAGCGACGGAAAGAGTATGAGC-3’
(Reverse)  5"-ATGTGGGCAACCTGGGAGTGAT-3"

HO-1
(Forward) ~ 5’-TCCCGCAGTCAGGCAGAGG-3’
(Reverse)  5°-ACGGGGGCAGAATCTTGCAC-3’
NQOI

(Forward)  5’-CATGGTCGGCAGAAGAGCACT-3"
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(Reverse)  5’-AGTTCGCAGGGTCCTTCAGTTTAC-3"

El termociclado en los ensayos de punto final fue el siguiente:

temperatura | tiempo | ciclos oligonucleoétidos | Temperatura de
alineamiento*
94°C 4 min GAPDH 60°C
94°C 1 min Nrf2 60°C
60°C * 1 min 25 HO-1 60°C
72°C 45 seg NQO1 64°C
60°C 1 min
72°C 7 min
4°C o0

* La temperatura de alineamiento varié dependiendo del par de oligonucleétidos utilizados en cada
reaccion de PCR.

El producto de PCR se corrio en geles de agarosa al 2.5% a 80 volts durante 40 min.

¢) Evaluacion de los niveles de expresion por Tiempo Real

La reaccion de amplificacion en tiempo real se realizd con el equipo de Applied Biosystems
7900, utilizando Sybr green como fluor6foro y los mismos pares de oligonucledtidos que
en la PCR de tiempo final. Para esta reaccion se utilizaron 12.5uL del master mix de Sybr
green 2X para PCR, 1uM de primer forward, 1pM de primer reverse, 200ng de cDNA y

agua suficiente para un volumen final de 25uL. Las reacciones se corrieron en placas de 96
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pozos.

El protocolo de amplificacién fue el siguiente:

temperatura tiempo ciclos
95°C 10 min
95°C 15 seg 40
60°C 1min
4°C w0
Extraccion de DNA

La extraccién de DNA se realizé a partir de 10mL de sangre total, utilizando un kit
comercial (QIAamp maxi kit de QIAGEN) basado en el uso de columnas de afinidad,
siguiendo las especificaciones del proveedor. Brevemente, la muestra sanguinea se
centrifugd a 2500 rpm durante 20 min., donde se obtuvieron las siguientes tres fases: una
fase superior conformada por el plasma, la fase intermedia de células blancas y una fase
inferior de eritrocitos. Posteriormente, el botén de células blancas fue colocado en un tubo
nuevo de 50mL donde se agregaron 500 pL de proteasa y se agitd vigorosamente en un
vortex. Para permitir la completa lisis celular, se afiadieron 12 mL de buffer AL a la
suspension celular y se incubé a 70°C por 10 min. A continuacién el homogenizado celular
se transfirié a la columna de afinidad y se centrifugé a 3000 rpm durante 3 min. Después de
decantar los desechos celulares la columna fue lavada con 5§ mL de los amortiguadores
AWI1'y AW2. En el primer caso las columnas fueron centrifugadas a 5000 rpm por 1min y
sin decantar el primer amortiguador, se agregd el segundo para centrifugar las columnas

durante 15min. Posteriormente, la columna se transfirié a un tubo nuevo donde el DNA fue
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eluido con 1 mL de buffer TE al incubar 5min a temperatura ambiente (TA) y
centrifugando 5 min a 5000 rpm. Finalmente, el DNA fue colectado para su posterior
cuantificacion y dilucion en soluciones de trabajo a una concentracién de 100 ng/uL. Las

muestras fueron almacenadas a 4°C.

Genotipificacién de polimorfismos de la region promotora de NRF2

PCR

La genotipificacion de las 39 muestras de DNA obtenidas de sangre total se realizé a través
de la secuenciacion automatizada de un producto de PCR que amplifica todos los
polimorfismos de la regién promotora de NRF2 (-653, -651 y -617). Los oligonucledtidos
utilizados para la amplificacion del fragmento (secuencia), fucron disefiados con los
programas Primer express y Primer premier y se muestran a continuacion:

Forward 5’-TTCCCGTTTTTCTCCCAGC-3

Reverse 5’-TTCGCAGTCACCCTGAACG-3°
La reaccion de amplificacion se realizo en un volumen final de 50 uL con 2.5 pL de buffer
de reacciéon 10X, 2 mM de MgCl,, 200mM de dNTPs, oligonucledtidos 100 pM, 100
ng/uL. de DNA genémico y 1.25 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems). Los ciclos de

temperatura utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Termociclado para amplificacién por PCR.
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temperatura tiempo Ciclos
94°C 10 min
94°C 1 min
63°C 1 min 30
72°C 45 seg
72°C 7 min
4°C o0

Los productos de PCR obtenidos fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al

2.5% por 40min a 80V.

Purificacion de los fragmentos de PCR

Una vez realizada la amplificacion y visualizadas en geles de agarosa los productos de
PCR, estos fueron purificados por columnas de afinidad a través de un kit comercial,
QIAquick PCR purification kit (QIAGEN) para eliminar los reactivos y productos
remanentes en la reaccion de amplificacion y que puedan interferir en el proceso de
secuenciacion. La purificacion se realizo siguiendo las especificaciones del proveedor. Para
permitir Ja unién del DNA a la columna se agregaron 250 pL de buffer PB por cada 50 pL
de producto de PCR. Inmediatamente se transfirié la mezcla a las columnas de afinidad y
fueron centrifugadas durante 1 min a 13000 rpm.

Después de decantar el filtrado, se lavo el DNA unido a la membrana de la columna al
afladir 0.75 mL de buffer PE a la columna y centrifugar 1 min a 13000 rpm. El filtrado fue

decantado nuevamente y la columna fue centrifugada una vez mas 1 min a 13000 rpm, sin
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agregar reactivo alguno, con la finalidad de retirar cualquier residuo de etanol.
Posteriormente, la columna se transfirié a un tubo nuevo y limpio de 1.5 mL y se agregaron
30 pL de agua a 37°C para eluir el DNA. Las muestras se incubaron 1 min a TA y se

centrifugaron 1min a 13000 rpm.

Secuenciacion

Las diferentes muestras fueron secuenciadas a través del dGTP Dye Terminator kit
(Applied Biosystems) en un secuenciador automético Hitachi Genetic Analizer 3130x. La
reaccion de secuenciacion es una modificacion del método de Sanger, en donde se utilizan
dideoxinucledtidos marcados (para las cuatro bases del DNA, cada uno con un fluoréforo
diferente) que al incorporarse a la secuencia de DNA por la DNA polimerasa, impiden la
unién del siguiente nucledtido. Estos fragmentos corren a través de un polimero especial
donde son identificados por el equipo, por su tamafio y por el dltimo nucledtido
incorporado en el extremo 5 el cual emite fluorescencia a una determinada longitud de

onda. Las secuencias obtenidas se analizaron con el software del instrumento.

Discriminacién alélica por TagMan

Una vez que se sabia que SNPs debiamos buscar por medio del ensayo anterior en las 39
muestras, se genotipificaron 213 muestras de controles sanos por TaqMan.

Los ensayos de discriminacion alélica se realizaron a través del uso de sondas especificas
para cada uno de los alelos de los polimorfismos analizados. Los oligonucledtidos
flanquean la region donde hibrida la sonda. Cada sonda estda marcada en el extremo 5' con

un fluoroéforo distinto, los cuales emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda (VIC

44



y FAM). En el extremo 3' contienen un quencher (TAMRA) que suprime la emision de
fluorescencia cuando la sonda estd intacta. Al llevarse a cabo la reaccion de PCR, los
ologonucledtidos y la sonda. hibridan con su secuencia complementaria en el DNA
templado. Dependiendo del alelo presente en la muestra es la sonda que hibrida. A través
de la actividad 5' exonucleasa de la polimerasa, la sonda que hibrida al SNP especifico es
degradada, por lo tanto el fluoréforo se libera del quencher y la fluorescencia es emitida.
De esta forma, es posible discriminar la presencia de los alelos en las muestras y determinar
su genotipo. La discriminacion de la fluorescencia se realizd en un equipo de tiempo real
7900 de ABI. Tanto las sondas como los oligonucledtidos fueron adquiridos en Applied
Biosystems (ABI).

Los oligonucleétidos y las sondas TagMan utilizadas fueron las siguientes:

SNP -617

Oligonucleotidos

Forward 5’-TCAGGGTGACTGCGAACAC-3’
Reverse 5'-CAGTGGGCCCTGCCTAG-3’
Sondas

VIC 5-CTGCCGGAGCTGT-3" forward

FAM 5’-CTGCCGGCGCTGT-3" forward

SNP -653
Oligonucleotidos
Forward 5°-GAATGGAGACACGTGGGAGTT-3"

Reverse 5-AGCTCGTGTTCGCAGTCA-3
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Sondas

VIC

FAM

5’- AACGCCCTCCTCTG-3’

5’- AACGCCCCCCTCTG-3’

reverse

reverse
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RESULTADOS

Expresion basal de NRF2, HO-1 y NQO1

Inicialmente, se evalué la expresion basal de NRF2 y dos de sus genes blanco HO-I y
NQOLI, en la linea celular inmortalizada de origen linfocitario NL-1 a través de RT-PCR.
En la figura 4 se muestra la amplificacion por RT-PCR de los genes NRF2, HO-1 y NQOI
en ensayos realizados por duplicado. Las bandas de NRF2 y NQOI presentan una
intensidad similar. mientras que la expresion de HO-I es menor, sugiriendo que la
expresion de los dos primeros genes es mayor que la de HO-1 en la linea celular linfocitaria
NL-1. La normalizacion de los niveles de expresion se realizd utilizando como control

interno al gen constitutivo GAPDH.

Induccion de la ruta Nrf2-Keap1 por As

La evaluacion de la activacion de la ruta Nrf2-Keapl en las células NL-1 se realizéd
mediante la exposicion de estas células al As en tres distintos esquemas de tiempo: cortos,
de 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min; intermedios de 2, 4, 6, 8, 10 y 12 hrs y largos de 12, 16,
20y 24 hrs. En todos los ensayos se determing la viabilidad celular (figuras 5 y 6) la cual
estuvo por arriba del 90%. Es importante resaltar que cada ensayo fue realizado en al
menos 2 repeticiones independientes y cada una de ellas por duplicado.

Para determinar si el As es capaz de activar la ruta Nrf2-Keap1 en células linfocitarias, la
linea celular NL-1 fue incubada durante 12 hrs con 5 uM de As. Tanto la concentracién
como el tiempo de exposicion fueron reportados previamente en diferentes tipos celulares.

Se analizaron cada 2 hrs los niveles de RNA mensajero de los genes NRF2, HO-1y NOOI.
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Figura 4. Expresion basal de los genes NRF2, HO-1 y NQO1 en el cultivo
celular NL-1 en geles de agarosa al 2.5% por RT-PCR (carriles 1y 2) de células
NL-1. Los controles de RT- fueron negativos (datos no mostrados). Como control
interno se utiliz6 GAPDH.

48



) Celulas vivas
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Figura 5. Viabilidad celular con azul tripano en una camara de Neubauer,
10X. Suspension celular con azul tripano al 0.4%. Las células vivas se observan
transltcidas con un halo brillante alrededor. Las células muertas se observan de

color azul.
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Figura 6. Viabilidad celular a diferentes tiempos de exposiciéon con As 5 M
por 2, 4, 6, 8, 10 y 12 hrs, 0 es el control sin tratamiento. La viabilidad
permanece por arriba del 90% a todos los tiempos.
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En la figura 7 se observa el incremento gradual en la intensidad de las bandas obtenidas
para NRF2 a partir de las 4 horas con respecto al control sin tratamiento (figura 7a). Estos
resultados sugieren un incremento en la expresion de este gen inducido por el As.

En lo concerniente a HO-/, algunos autores consideran que la expresion incrementada de
este gen es un marcador de exposicion al As (Elbirt y Bonkovsky, 1999; Hirano et al,
2003). Cabe hacer notar que los niveles de HO-1 se encuentran elevados con respecto al
control desde las 2 hrs de incubacién y se mantienen altos al menos hasta las 12 hrs de
tratamiento (figura 7b). Estos datos sugieren que la expresién de HO-1 se induce desde
tiempos muy tempranos en respuesta al As y que se mantienen elevados mientras el As esté
presente. En el caso de la expresion de NQOI, aparentemente no hubo cambio alguno en
los tiempos de exposicion (figura 7¢) como en los otros dos genes. Este primer ensayo
sugiere que al menos la expresion de los genes NRF2 'y HO-1 es inducida con la exposicion
de As en una linea celular linfocitaria y por primera vez muestra la induccion de la ruta

Nrf2-Keap1 en linfocitos.

Para poder cuantificar de una forma mas precisa las variaciones en la expresion de NRF2 y
sus genes blanco HO-1 y NQO! se realizaron experimentos de RT-PCR en tiempo real en
los mismos tiempos de exposicion.

Para asegurarse de que los amplificados obtenidos eran derivados del gen de interés se
realizaron curvas de disociaciéon de los oligonucledtidos disefiados (figura 8). Como se
puede observar, la disociacion de los oligonucledtidos mostraron un pico tnico, lo que
indica la formacion de un solo amplicoén y que estos reconocen las secuencias especificas
deseadas, sin embargo, para confirmar esta observacion, el amplicon fue secuenciado y

validado comparando con la secuencia reportada en NCBI (secuencia de referencia) para
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Figura 7. RT-PCR en punto final de la expresion relativa de NRF2, HO-1 y
NQO1 a diferentes tiempos de exposicién con As 5uM (0, 2, 4, 6, 8,10 y 12
hrs). Electroforesis en geles de agarosa al 2.5 %.
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Figura 8. Curvas de disociacion para los oligonucledtidos disefiados para los
diferentes genes analizados obtenidas después de la PCR en tiempo real. a)
GAPDH, b) NRF2, c)HO-1y d) NQO1.
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corroborar que se trataba de la amplificacion de la region génica de interés y no de
productos inespecificos.

Como se puede apreciar en la figura 9, la expresion de NRF2 aumenta casi al doble de lo
observado en el control desde las 4 hrs de incubacion, mientras que la de NQOI no
muestra diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento.

De manera interesante la expresion de HO-1 aumenta 6 veces desde las 4 hrs, alcanzando
un incremento de hasta 7 veces mayor que su expresion basal en el ultimo tiempo de la
cinética. Es de llamar la atencién que el incremento en los niveles de NQOI debido a la
exposicion con As fue muy bajo con respecto a lo reportado previamente. De hecho, al
comparar los niveles obtenidos en este trabajo con lo reportado por He y cols., podemos
observar que en un tiempo similar de exposicion al As SuM (5hrs) en una linea celular
derivada de hepatocitos, la induccion alcanza casi 3 veces mas que el control, en cambio, en
la linea NL-1 utilizada en este trabajo la induccién es casi igual a la del control a 4 hrs de
exposicion (figura 10).

Debido a que los niveles de RNA de NRF2 y NQO! se encuentran incrementados desde las
2 hrs de exposicion al As y se mantienen elevados hasta las 12 hrs, se procedié a identificar
su induccion a tiempos mas cortos (20-120 min) de exposicién utilizando la misma
concentracion de As (5uM).

En la figura 11 se observa un aumento de mas de 2.5 veces en la expresion de HO-1 desde
los 20 min después de la exposicion a As con un aumento en el paso del tiempo, donde a
los 120 min llega a ser de hasta 4 veces mas que el control. Los niveles de NQO!I no

sufrieron modificacion alguna durante todo el experimento. La viabilidad celular en estos
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Figura 9. Expresion relativa de NRF2, HO-1 y NQO1 analizados por RT-PCR
en tiempo real normalizados con GAPDH en células NL-1 expuestas a 5uM de
As a intervalos de 4 horas, de 4 a 12 horas.
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Figura 10. Comparacién de la expresion relativa de NQO7 en hepatocitos
(izquierda) (He et al, 2006) y de la linea linfocitaria NL-1 (derecha).
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Figura 11. Experimento representativo de la expresion relativa de NRF2, HO-
1y NQOT1 analizados por RT-PCR en tiempo real normalizados con GAPDH
en células NL-1 con 5uM de As en un intervalo de 20 a 120 minutos.

57



experimentos permanecio por arriba del 90% figura 12. En el caso de NRF2, sus niveles de
mensajero se elevan ligeramente al final del tratamiento.

En cuanto a los tiempos de exposicion largos, la respuesta de Nrf2-Keap! fue dependiente
del tiempo de exposicion al As y la induccién de HO-1 mucho mayor que en NFR2 y
NQOI. En el caso de NRF2 se increment casi hasta dos veces mas con respecto al control
a lo largo de todo el tiempo de exposicién figura 13.

La expresion relativa de HO-1 se eleva més de 7 veces a las 12hrs y sigue incrementando,
de tal forma que a las 24 hrs, ésta es mas de 15 veces que su expresion basal (tiempo 0). En
el caso de NQOI se induce la expresion en niveles menores a 2 en todos los tiempos. Es
importante seflalar que a partir de las 16 hrs de exposicion, la viabilidad celular disminuye
ostensiblemente respecto al aumento en el tiempo de exposicién al As llegando hasta casi el
50% a las 24hrs de tratamiento (figura 14).

Estos resultados sugieren que existe una expresion diferencial de los genes blanco de Nrf2
y metabolismo del As entre células de origen linfocitario y otros tipos celulares como las

derivadas de hepatocitos, vejiga y piel.

Determinacién de frecuencias genotipicas y alélicas

Debido a que los resultados anteriores sugieren que la ruta Nrf2-Keapl es inducida en
linfocitos por genotéxicos ambientales como el As, es importante investigar la frecuencia
de los SNPs -653 G/A., -651 G/A 'y -617 C/A presentes en la regién promotora de NRF2, ya
que no se conoce el efecto de dichos SNPs en la actividad de la ruta y con el propésito de

que en trabajos futuros se pueda evaluar si existe correlacién de estos polimorfismos con la
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Figura 12. Viabilidad celular a diferentes tiempos (minutos) de exposicién
con As 5 uyM por 20, 40, 60, 80, 100 y 120 minutos, 0 es el control sin
tratamiento.
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NRF2, HO-1y NQO1
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Figura 13. Expresion relativa de NRF2, HO-1 y NQO1 analizados por RT-PCR
en tiempo real normalizados con GAPDH en células NL-1 inducidos con 5uM
de As a intervalos de 4 horas de 12 a 24 horas.
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Figura 14. Viabilidad celular de NL-1 en exposicién a 5uM de As durante 12,
16, 20 y 24 hrs.
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capacidad de induccion del As u otros contaminantes en la ruta Nrf2-Keap1 nos dimos a la
tarea de genotipificar 231 muestras del banco de DNA previamente establecido en el
laboratorio, mediante discriminacion alélica por la metodologia de TaqMan (figura 15). Las
frecuencias genotipicas y alélicas de los diferentes SNPs se determinaron mediante la
construccién de tablas en Excel (Microsoft) (tabla 1). Los genotipos mas frecuentes fueron:
-653 (GG) en 44.6%, -651 (GA) en 92% y -617 (CC) en 54.9%: mientras que los alelos
fueron G (59.6%). G (95.3%) y C (74%) respectivamente. Hasta ahora, sélo hay un reporte
en poblacion japonesa sana donde los genotipos y los alelos més frecuentes corresponden
con lo que hemos descrito en nuestra poblacion (Yamamoto et al, 2004).

Las frecuencias alélicas obtenidas, se compararon con las frecuencias alélicas reportadas en
la literatura para otras poblaciones (tabla 2). Hasta el momento este trabajo presenta las
frecuencias con la muestra poblacional méas grande y hasta ahora las tinicas reportadas para
poblaciéon mexicana. Es notable que las frecuencias en la poblacién mexicana son muy

parecidas a las de la poblacion japonesa.

Con la finalidad de establecer un banco funcional de lineas celulares linfocitarias para
estudios a futuro se colectaron muestras de donadores que acudieron al banco de sangre del
INP a las cuales se les extrajo DNA, RNA y leucocitos, y se les determiné su genotipo

Se realiz6 una PCR convencional para amplificar la regién que comprende a los tres
polimorfismos localizados en la region promotora de NRF2 (figura 16). Posteriormente, los
genotipos se determinaron por secuenciacion automatizada por el principio del método de
Sanger (figura 17).

Los genotipos mas frecuentes de los SNPs presentes en el promotor de NRF2 fueron -

653.-651,-617 (GG-GG-CC) y -653. -651, -617 (GA-GG-CA) (tabla 3).
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Figura 15. Discriminacion alélica por Tagman del polimorfismo -653. En azul
se observan los homocigotos para la variante A del SNP -653, con genotipo AA;
en verde los heterocigotos con genotipo GA y en rojo los homocigotos para el alelo
G, con genotipo GG. En negro se muestran los controles negativos.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs -653, -651 y -617
presentes en la region promotora de NRF2 encontradas en una muestra de
231 individuos sanos mestizos mexicanos.

FRECUENCIAS GE
-883 {GIA) -8651 (GIA) -817{CIA)
Genotipo  n (%) Genotipo  n (%) Genotipe n (%)
GG 80 {34.6) e]e] 69 {92} ce 127 {54.9)
GA 103 {44.6) GA 5 {6.6) CA 88 {38.2)
AR 48 {20.8) AA 1{1.4) AR 16 {6.9)
Alelo n{%} Alelo n {%) Alelo n (%)
G 263 {56.8} (] 143 (95.3) c 342 {74.0)
A 199 {43.1} A 7 {4.7) A 120 {26.1)
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Tabla 2. Comparacion de las frecuencias alélicas de los SNPs en la region
promotora de NRF2 en diferentes poblaciones. ND= no descrito

Alelo | *Europecs *Africancs *Americancs *Asiaticos HJEROIENes Mexcanos

% {r} % {r % {r % {n} % (n} % N
S5TT A 20.0(20) 10.0 (20} 55 (20) 40.0 {(20) 31.5(162} 26.1 {462)

51 A | 10.0 (20) 5.0 (20) ND ND 4.3(162) 4.7(150)
853 G| 25.0(20) 10.0 {20) 40.0 (20) 60 (20) 38.9(162) 43.1 {462)

+Yamamoto et al, 2004;
*Marzec et al, 2007.
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Figura 16. Amplificacién por PCR de la regién promotora de NRF2 que
contiene a los SNPs en las posiciones -653, -651 y -617. Electroforesis de tres
muestras por separado (carriles 2,3 y 4) en geles de agarosa al 2.5%, marcador
de peso molecular (carril 1), controles positivo y negativo (carriles 5 y 6).
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Figura 17. Electroferogramas de secuenciacion automatizada. En a)
secuencia forward de una muestra con genotipo GG GG CC, donde solo se
observa un pico en las posiciones -653, -651 y -617, el color negro corresponde a
la base G, el verde a la base A, el azul a la base C y el rosa a la base T; b)
secuencia forward de un homocigoto para los alelos -653 y -617; c) heterocigotos
para los alelos -653 y -617, donde se presentan dos picos encimados que
corresponden a las 2 bases presentes en la secuencia y por lo tanto la presencia
de un SNP.
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Tabla 3. Muestras colectadas y sus genotipos para los diferentes SNPs
localizados en la region promotora de NRF2.

Genotipo Ndmero
.__:§w53 -651 -6'1“7‘“ de muestras
GG GG CC | 10

GA GG CC 6
GA GG CA 10
GA GA CC 3
AA GG CC 3
AA GG CA 3
AA GACC | 1

Total 39
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DISCUSION

El As es uno de los contaminantes ambientales mds ampliamente distribuidos en la
naturaleza y sus altos niveles en el agua de beber en zonas endémicas alrededor del mundo
lo convierten en un importante problema de salud publica, ya que la exposicién crénica al
As se manifiesta con el desarrollo de diferentes padecimientos entre los que destaca el
cancer (Smith er al, 1992). Aunque se conoce poco acerca de los mecanismos por el cual el
As produce sus efectos citotoxicos. uno de los més importantes es la generacién de estrés
oxidativo a través de la produccion de ROS (Xu et al, 2008). Recientemente, se ha
propuesto que la ruta antioxidante Nrf2-Keapl. uno de los principales mecanismos
antioxidantes y detoxificantes celulares, juega un papel clave en la proteccion contra el As
a través de la activacion de genes como HO-/ (Farombi y Surh, 2006) y NQOI (Massrich
et al, 2006). Considerando que muchos de los efectos citotoxicos del As dependen de
algunos de sus metabolitos, todos los estudios sobre la activacién de la ruta Nrf2-Keap1 por
este metaloide, se han llevado a cabo en modelos celulares que contienen los sistemas
enzimaticos necesarios para su metabolismo, como las derivadas de piel, higado y vejiga
(Pi et al, 2003; He et al, 2006: Wang er al, 2007). Sin embargo, a pesar de que los
linfocitos son uno de los tipos celulares més afectados por la exposicion cronica al As, el
efecto de éste no se ha realizado en células de origen linfocitario, las cuales carecen de las
enzimas necesarias para su metabolismo y excrecion (Andrew et al, 2008; Biswas ef al,
2008; Ghosh et al, 2008). Por lo tanto, es importante determinar si la via de sefializacion
antioxidante Nrf2-Keap] es capaz de responder a la presencia del As, en ausencia de sus
metabolitos.

En este trabajo se evalud la activacion de la ruta de sefializacion Nrf2-Keapl en respuesta a
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dosis subletales de As en linfocitos B, a través de la determinacién de los niveles de los
transcritos de NRF2 y dos de sus genes blanco, HO-1 y NOOI. La determinacién de los
niveles basales de RNA de los genes NRF2. HO-1 y NOOI en linfocitos corroboraron lo
descrito en otros tipos celulares como los derivados de higado y vejiga, confirmando la
participacion de estos genes en la respuesta al estrés oxidativo y su induccion en presencia
de xenobioticos. Los tres genes analizados presentaron niveles basales de RNA muy bajos,
siendo HO-1 el de menor expresion.

En los ensayos de induccion de NRF2 se utilizd una dosis de As 5 uM, la cual ha sido
reportada como subletal en diversos tipos celulares a tiempos menores de 24 hrs (Pi et al,
2003; Wang et al, 2007). Al analizar la viabilidad de las células de origen linfocitario (NL-
1) a través del tiempo. ésta disminuy6 a un 70% a partir de las 16 hrs de exposicién hasta
llegar a tan solo el 50% a las 24 hrs de incubacién, a diferencia de la reportada en otros
tipos celulares, como las uroteliales y hepaticas, donde la viabilidad celular se mantiene
por encima del 80% en tiempos posteriores a las 16 hrs a dosis de As tan altas como 50
uM. La concentracion subletal del As ha sido un tema de gran controversia dado que
depende tanto del tiempo de exposicion como del tipo celular analizado. Estos hallazgos
podrian ser explicados porque las células de origen linfocitario carecen de sistemas
enzimaticos que participan en el metabolismo y excrecion del As. mientras que tanto los
hepatocitos como las células uroteliales son excelentes metabolizadoras del metaloide. Es
posible que en las células linfoides como la linea celular NL-1, la excrecion del As sea mas
lenta que en las células metabolizadoras, por lo que los linfocitos estarian expuestos durante
un periodo de tiempo mas prolongado a niveles altos de As intracelular. Sin embargo, no

podemos descartar una mayor susceptibilidad tejido especifica a la exposicion de As en los
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linfocitos. ya que reportes recientes demuestran que algunos de sus metabolitos, como el
MMA y el DMA, tienen una toxicidad mayor que el propio As (Pi et al. 2003).

Por otra parte, de forma interesante en este trabajo se demostrd que dosis subletales de As
son capaces de activar la ruta Nrf2-Keap! en células de origen linfocitario. La activacion
esta ruta fue dependiente del tiempo de exposicion al xenobidtico. El As también fue capaz
de incrementar los niveles de RNA mensajero del propio NRF2, particularmente en tiempos
tardios de exposicion. Se ha reportado que en células de origen hepdtico y urotelial la
activacion de la ruta Nrf2-Keapl mediada por el As es debida a la inhibicion de la
degradacién de la proteina Nrf2 y no a un aumento en la expresion de su mensajero(Wang
et al, 2007). Sin embargo, en queratinocitos, al igual que lo observado en este trabajo con la
linea linfocitaria NL-1, la exposicion a As es capaz de incrementar los niveles de RNA de
Nrf2 y producir la activacion de la ruta (Pi et al, 2003). Actualmente se desconoce el
mecanismo por el cual el As incrementa los niveles de RNA de NRF2. Sin embargo el D3T
y el TCDD. inductores de la ruta (Kwak et al. 2003; Ma et al. 2004), son capaces de
promover la expresion génica de NRF2, a través de la unién de heterodimeros Nrf2-Maf a
sitios ARE, presentes en el propio promotor del factor de transcripcion. Estos resultados
sefialan la existencia de un sistema auto-regulatorio en la expresion del gen, lo que sugiere
que los linfocitos podrian utilizar un mecanismo semejante para la activacion de la
expresion de NRF2.

Actualmente se sabe que independientemente del tipo de inductor utilizado, la estimulacion
de la actividad de Nrf2 conlleva a la expresion de HO-1 v NQOI. En este trabajo se
observo que en células linfocitarias inducidas por As 5uM el nivel de RNA de HO-1 es casi
8 veces mayor que la de NQO!. La presencia de cuatro sitios ARE en la region promotora

de HO-1 (Elbirt y Bonkovsky, 1999)y sdélo uno en NQOI (Jaiswal, 2000), trae como
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consecuencia que la activacion de Nrf2 conduzca a una expresion siempre mayor de HO-1
que de NQO!. Cabe destacar que el incremento en los niveles de RNA de HO-1 observado
en nuestro trabajo es muy semejante a lo descrito en hepatocitos y células uroteliales
tratados con la misma concentracion de As y con los mismos tiempos de incubacién. En
controversia, el incremento en los niveles de RNA de NQO! inducido por la incubacién
con As es mucho menor en linfocitos que el observado en otros tipos celulares bajo las
mismas condiciones de concentracion y tiempo de exposicién. Considerando que los
linfocitos carecen de las enzimas participantes en el metabolismo del As, los niveles tan
pobres de induccion en la acumulacion del mensajero de NQO!. podrian ser consecuencia
de la incapacidad de los linfocitos para producir MMA a partir del As, ya que
recientemente, se reportd que este metabolito es un potente inductor de la expresion de
NQOI mediada por Nrf2 (Wang et al, 2008), en tanto que es un pobre inductor de la de
HO-1. Estos datos sugieren una induccion de la expresion de NQOI dependiente de la
generacion de MMA, mientras la de HO-1 es dependiente inicamente de la presencia del
As. Sin embargo, no podemos excluir que la expresion diferencial de estos genes después
de su estimulacién por el As pueda deberse a la expresion de factores de transcripcion
especificos del tipo celular.

Para conocer la cinética de induccion de estos genes regulados por Nrf2 se evalué la
expresion diferencial en la linea linfocitaria NL-1 expuesta a diferentes tiempos con As.

La induccion de HO-I inici6 al menos 20 min después de la alcanzando un pico de
acumulacion a las 16 hrs, el cual se mantuvo hasta las 24 hrs de incubacién. Aunque la
acumulacién de los niveles de RNA de NRF2 y NQOI se mantuvo hasta las 24 hrs de
exposicion, el inicio de su induccidn difirid con respecto a la de HO-1, empezando 80 min

y 4 hrs después del tratamiento, respectivamente. Estos datos indican que la funcién de
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trans-activacion de Nrf2 es inducida rapidamente por la presencia del As y presenta una
activacion sostenida durante un largo periodo de tiempo(Wang ¢f al, 2008). Sin embargo, la
diferencia tan marcada en la cinética de induccién de HO-1, NQOI y del propio NRF2,
también sugiere que la regulacion diferencial de los genes blanco del factor de transcripcion
Nrf2, depende del tiempo en la duracién de su activacion, asi como de sus niveles
proteicos.

Por otra parte se ha reportado que la apoptosis mediada por p53 inducida por algunos
agentes genotdxicos como el cisplatino, requiere de la inhibicion de la ruta antioxidante
Nrf2 (Faraonio e al, 2006). E1 As es un potente inductor de la actividad de p53 y aunque en
este trabajo no se evaluo el nivel de apoptosis dado por el tratamiento de los linfocitos con
As, se ha documentado que lineas celulares derivadas de linfocitos expuestas a dosis
subletales de As en tiempos largos de exposicion tienen capacidad pro-apoptdtica (Andrew
et al, 2008). En este mismo sentido, se ha observado la activacién de p53 en lineas
celulares derivadas de vejiga, higado, pulmon y linfocitos expuestas a dosis subletales de
As (2-10 uM) a partir de las 6 hrs y al menos hasta las 24 hrs de incubacién (Faraonio et al,
2006). En la linea linfocitaria NL-1 la funcién de trans-activacion de Nrf2 se mantuvo
elevada a tiempos largos de exposicién a As, incluso cuando la viabilidad celular se vio
ostensiblemente disminuida, por lo que serfa importante analizar en un futuro en nuestro
modelo celular el efecto del As sobre la activacion de p53 para evaluar si es necesario
inhibir la actividad de Nrf2 para el correcto funcionamiento de la apoptosis mediada por
p33 y si esta depende del estimulo inicial para desencadenar la muerte celular programada
(exposicion a As o a cisplatino) y no de la actividad represora de p53 sobre Nrf2.

Nuestros datos y los reportados previamente sugieren la existencia de al menos dos

mecanismos, no excluyentes entre si, a través de los cuales la exposicion a As puede
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inducir la activacion de Nrf2 en distintos tipos celulares (Wang ef al, 2008). En el primero
de ellos, descrito inicialmente en células hepéticas y uroteliales y posteriormente en otros
tipos celulares como queratinocitos y linfocitos. el As intracelular es capaz de inhibir la
degradacion de la proteina Nrf2 a través de su interaccion con el dominio rico en cisteinas
del represor Keapl. De esta forma se genera una acumulacién proteica de Nrf2, lo que
promueve la expresion de genes antioxidantes (Del Razo ef al, 2001). Este sistema permite
una rapida respuesta a la presencia del As, dado que involucra timicamente modificaciones
post-traduccionales en la regulacion de Nrf2. El segundo mecanismo, presente en al menos
queratinocitos y linfocitos, implica el aumento en los niveles de RNA de Nrf2 en tiempos
tardios a la exposicion con As (Pi ef al. 2003). Este segundo mecanismo permitiria
mantener por un periodo de tiempo mas prolongado la acumulacion proteica de Nrf2 y por
lo tanto la activacion de la ruta (Bloom y Jaiswal, 2003). La existencia de este segundo
mecanismo en células que carecen de los sistemas enzimaticos requeridos para el
metabolismo de As, podria ser un mecanismo de defensa celular contra la presencia
prolongada del As, debido a la imposibilidad para metabolizarlo y excretarlo.

Con estos resultados, proponemos un modelo para la actividad de la ruta Nrf2-Keapl en
linfocitos como se ve en la figura 18.

En otro sentido, la expresion de estos genes podria ser modificada por la presencia de
variaciones genéticas y esto podria tener un efecto importante en la respuesta a inductores
de laruta. Se ha reportado la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en la
region promotora de NRF2 (-653G/A, -651G/A y -617C/A) (Yamamoto et al, 2004:
Marzec et al, 2007) y al menos uno de ellos es capaz de disminuir la actividad de su
promotor (-651G/A) en ensayos funcionales in vitro. Ademas, los SNPs de NREF?2 se han

asociado al desarrollo de diversos padecimientos como el dafio agudo al pulmén, cancer
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gastrico y mama, entre otros (Kwak er al, 2001; Arisawa ef al, 2007; Fukushima-Uesaka e/
al, 2007). Debido a la importancia que presenta la funcion de Nrf2 como sistema
antioxidante contra diversos genobioticos, en esta tesis se la frecuencia de las variantes
génicas de NRF2 en una muestra de mestizos mexicanos sanos. El conocer la frecuencia de
estas variantes y contar con lineas celulares para estudios funcionales permitird en un
futuro evaluar si la presencia de alguna de estas variantes afecta la capacidad de la ruta de
sefializacion en la proteccion celular contra la exposicion cronica a As y permitiria
identificar grupos de riesgo dentro de una poblacién sana, lo que podria ayudar en la
prevencion y diagnostico temprano de algunas de las enfermedades cronico-degenerativas
asociadas al As.

Al analizar la frecuencia de los SNPs de NRF2 reportadas para poblaciones de diversos
origenes (europeo, africano, asidtico y americano) se observaron grandes fluctuaciones
entre las diferentes poblaciones. En nuestra poblacién, la frecuencia de cada uno de los
polimorfismos estudiados mostré diferencias significativas con respecto a la descrita en las
otras poblaciones. incluyendo la de origen amerindio. Los datos obtenidos pueden ser el
resultado de la gran heterogeneidad de nuestra poblacion, de acuerdo con el alto grado de
mestizaje que la caracteriza (45.4 % europeo, 51% de nativos americanos, 3.7% africano)

(Velazquez-Cruz et al. 2007).
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Figura 18. Modelo propuesto de la activacién de la ruta antioxidante Nrf2-
Keap1 por As en linfocitos.
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CONCLUSIONES

1.

(U%)

Este es el primer reporte en donde se documenta la capacidad del As para inducir la

ruta Nrf2-Keap! en una linea celular B-linfoblastoide.

El As es capaz de inducir el aumento en la expresion de genes blanco de Nrf2 como

HO-1 y NOOI.

A diferencia de lo observado en células de origen hepatico y urotelial pero similar a
lo observado en queratinocitos, la exposicion de células de origen linfocitario al As

es capaz de incrementar los niveles de expresién de Nrf2.

La expresién del gen HO-/ es mas temprana que la mostrada por NRF2 y NOO!
empezando al menos 20min después de la exposicion al As de las células NL-1,
mientras que la expresion de NRF2 y NQOI inicia a los 80 min y 4 hrs

respectivamente.

Los niveles de expresion de HO-1 fue significativamente mayor que la de NQOOI'y

NRF2.

Las frecuencias genotipicas y alélicas en la muestra de la poblacion mexicana.
muestran que los genotipos mas frecuentes son para la posicion -653 GA, -651 GG

y -617 CCy difieren con lo reportado en otras poblaciones.

Hasta el momento, las frecuencias méds semejantes a las de los mexicanos son las de

los japoneses.
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PERSPECTIVAS

* Se continuard con el estudio de la expresion de més genes blanco de Nrf2.

* Es importante determinar si el As es metabolizado dentro de los linfocitos y que

especies de As se generan dentro de él.

* Por medio del establecimiento del banco funcional de lineas celulares provenientes
de linfocitos conociendo de antemano su genotipo, se podra determinar si las
combinaciones de los diferentes SNPs de la regiéon promotora de NRF2 tienen
influencia en la actividad de la ruta Nrf2-Keap1, al inducirla con sustancias que la

activen, como los quimiopreventores y otros carcindgenos ademas del As.

* Es importante determinar si hay elementos responsables aparte de las regiones ARE

presentes en los genes blanco de Nrf2. que estén involucrados en la respuesta a As.

* Se requiere evaluar el efecto del As tanto en otra linea celular de origen linfocitario
como en otras diferentes, para ver las diferencias y similitudes en la induccién con

As.

* Es importante entender el metabolismo del As en linfocitos ya que este es uno de

los principales contaminantes ambientales y se encuentra en altos niveles en el agua
de bebida que pasa directamente a torrente sanguineo, en donde tiene contacto

directo con los linfocitos.
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