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RESUMEN



El arsénico inorgédnico (i-As) es un metaloide t6xico que se encuentra en el medio
ambiente y que afecta a millones de personas en todo el mundo. Se considera un
compuesto carcinogénico siendo el higado un o6rgano diana. Ademds de su efecto
carcinogénico, estd relacionado con un aumento de la prevalencia de la diabetes. Los
factores nucleares 1 y 4 a (HNFla y HNF40) son miembros clave de la red de
transcripcion esencial para el mantenimiento de la arquitectura del higado. Los cambios
en la expresion de HNFlo y HNF4a estdn claramente asociados con el desarrollo de
cancer de higado y de diabetes en humanos. En este trabajo, la linea celular hepatica
HepG2 y los hamsteres Golden Syrian han sido expuestos a dosis subtoxicas de arsenito
sddico, dosis medioambientalmente relevantes (inferiores a 10 uM in vitro 'y de 15 mg/L
in vivo) con la finalidad de evaluar si el arsénico es capaz de comprometer la expresion
de los factores nucleares hepaticos (HNFs). También, como medida de los efectos
inducidos por el i1-As se ha estudiado in vitro la expresion de varios marcadores de
diferenciacion hepdtica y el estado de metabolizacién de la glucosa. Los resultados
muestran una disminucién de la expresion de HNF1oa y HNF4a cuando la linea celular
HepG2 se expone al arsénico, momento en el que se observa: (i) adquisicion de
resistencia a la toxicidad/apoptosis, (ii) pérdida de las caracteristicas especificas de
tejido (disminucién de la expresion de ALDOB, PEPCK y CYP1A2, induccién de la
transicion epitelio-mesenquima (EMT) y la hipersecrecion de metaloproteinasas de
matriz 2 'y 9), (iii) fallo del mantenimiento del balance del programa de auto-renovacion
(desregulacion de C-MYC, OCT3/4, LIN28 y NOTCH2) y (iv) desregulacién del
metabolismo de la glucosa. Concluimos que la disminucién de la expresion de HNFla y
HNF4a inducida por el i-As bajo un escenario de exposicidon crénica puede jugar un

papel central en el efecto del arsénico en el cancer de higado y en la diabetes.



1. INTRODUCCION






Introduccién

1.1. Arsénico

Hay mas de 100 millones de personas en todo el mundo que se encuentran expuestas
cronicamente a niveles de arsénico perjudiciales para la salud, siendo la situacién
particularmente dramadtica en el sud-este de Asia (Straif et al., 2009). Entre los
principales efectos en la salud podemos encontrar un aumento en la incidencia de
padecer varios tipos de cédncer junto con otros efectos no cancerosos como seria la
diabetes (Otles et al., 2010, Jomova et al., 2011). Por lo que su presencia de forma
natural o antropogénica se ha considerado como un problema de salud importante en
diversas regiones del mundo (Argentina, Bangladesh, Canadd, Chile, China, Estados
Unidos, Finlandia, Hungria, India, México, Mongolia, Rumania, Taiwdn y Vietnam)

(IARC 2004b).
1.1.1. Caracteristicas generales del arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra comtinmente en el ambiente, tratdndose
del vigésimo elemento mas comun en la corteza terrestre (JARC 2004b).

Aunque en la mayoria de ambientes los niveles de arsénico son bajos y la exposicion a
éste no representa ningln riesgo para la salud, en algunas regiones del planeta las
concentraciones de arsénico pueden llegar a ser muy elevadas suponiendo un riesgo
para las personas que viven alli (Duker et al., 2005, Hughes et al., 2011).
Independientemente del origen, ya sea de modo natural (segin las condiciones
geoldgicas de la zona) o resultado de la actividad antropogénica (extraccién minera,
combustion de fueles, uso de plaguicidas, etc), las regiones mds afectadas por niveles
elevados de arsénico en el agua son algunas dreas del sur de Asia (Bangladesh e India),
sud-oeste y oeste de Asia (China, Taiwdn, Mongolia y Vietnam), América (Argentina,
Canadd, Chile, México y USA) y Europa (Finlandia, Hungria y Rumania) (Figura 1)
(IARC 2004b, Duker et al., 2005).

Para apreciar la toxicidad de este metaloide es bueno hacer un repaso de sus
caracteristicas quimicas, que comparten propiedades de metales y de no metales. En el
ambiente el arsénico se puede encontrar ya sea en forma inorgdnica u orgédnica, y con
diferentes valencias o estados de oxidacién: -3, 0, +3 y +5 (Duker et al., 2005). En
combinacién con otros elementos como el oxigeno, el azufre y el cloro, éste constituye
el denominado como arsénico inorgdnico; mientras que cuando éste se combina con el

hidrégeno y el carbono hablamos de arsénico organico. La mayoria de compuestos de



Introduccién

arsénico no tienen color ni olor, por lo que su deteccion en el agua, comida y aire no es

inmediata (Jomova et al., 2011).

E  Argentina = Hungia
El Bangladesh Bl India

[ Canada B México
mm Chile mm Mongolia
= China mm Rumania
B Estados Unidos = Taiwdn
O Finlandia BEE  Vietnam

Figura 1 Mapa de las regiones mas afectadas por niveles elevados de arsénico en el agua. Algunas de
las regiones con altos niveles de arsénico en el agua son Argentina, Bangladesh, Canad4, Chile, China,
Estados Unidos, Finlandia, Hungria, India, México, Mongolia, Rumania, Taiwdn y Vietnam.

En la Tabla 1, podemos encontrar las abreviaturas y férmulas quimicas de algunos de
los compuestos de arsénico mds relevantes, el dcido ortoarsénico (V), el 4cido arsenioso
(III), el acido monometilarsénico (V), el acido monometilarsenoso (III), el acido

dimetilarsénico (V) y el dcido dimetilarsenoso (I1I).

Tabla 1 Resumen de los compuestos de arsénico mds relevantes con su abreviatura y férmula

quimica.
Componentes Abreviaturas Férmula quimica
Acido ortoarsénico AsY AsO(OH);
Acido arsenioso As™ As(OH)3
Acido monometilarsénico MMAY CH;AsO(OH),
Acido monometilarsenoso MMA™ CH3As(OH),
Acido dimetilarsénico DMA" (CH3),AsO(OH)
Acido dimetilarsenoso DMA™ (CHs3),AsOH
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La valencia, ademds de cambiar las propiedades quimicas, también modula sus
propiedades bioldgicas de manera que los compuestos de arsénico mds toxicos son los
que se encuentran en un estado de oxidacion trivalente (Hughes et al., 2011).

Aunque el arsénico no es soluble en agua, sus sales presentan un amplio rango de
solubilidades dependiendo del pH o del ambiente i6nico. Las formas idnicas inorgéanicas
As™y As" son las mas abundantes en el agua (Duker et al., 2005).

El arsénico inorgénico se clasifica, segin la Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC), como un compuesto carcinogénico del grupo I, es decir, con probada
actividad carcinogénica en humanos (Straif et al., 2009). Por lo que respecta al arsénico
inorgdnico éste ha sido evaluado en diversas ocasiones por la IARC; asi, en 1973 la
TARC concluy6 que habia una relacion significativa entre la incidencia de cancer de piel
y la exposicién al arsénico inorgdnico a través del consumo de agua y de farmacos.
Asimismo el riesgo de padecer cdncer de pulmén se relaciond con la exposicidon por
inhalacidn de altas concentraciones de trioxido de arsénico por parte de los trabajadores
de la industria de la fundicién del cobre. En 1980, la IARC public6 que existian
evidencias suficientes para clasificar al arsénico inorgénico como carcinégeno del grupo
I, debido a su clara relacion con el cancer de piel y de pulmén. En 2004, se encontraron
evidencias suficientes de que la exposicién a altos niveles de arsénico, a través del
consumo de agua contaminada con este elemento, causaba cancer de vejiga, pulmén y
piel, aunque las evidencias en experimentacion animal eran limitadas. La publicacién
mds reciente data de 2009, donde la IARC ha vuelto a afirmar que la exposicion al
arsénico a través del consumo de agua causa cancer de vejiga, de pulmén y de piel y
que, ademds, posiblemente también causa cancer de rifion, higado y prostata (IARC

1980, IARC 2004b, Straif et al., 2009).
1.1.2. Exposicion humana al arsénico

Hay dos situaciones que suponen la exposicidon al arsénico: la ocupacional y la no
ocupacional o ambiental. La exposicion en el ambiente laboral suele ser por inhalacién
y tiene lugar en industrias de fundicién no férreas, de tratamientos para la preservacion
de la madera, de fabricacion de vidrio, en la electrénica y en la produccién y aplicacion
de plaguicidas que contienen arsénico. Por lo que respecta la exposicién ambiental al
arsénico ésta puede suponer su ingesta a través de la comida a excepcion de la
exposicion que se da en las dreas con altos niveles de arsénico en el agua en las que la

principal via de exposicion es a través del agua de consumo (Straif et al., 2009).
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Dado que los controles en la industria acostumbran a ser bastante estrictos, en la
actualidad el mayor riesgo de exposicion al arsénico proviene de la exposicion
ambiental. Conocer los niveles ambientales a los que el arsénico representa un riesgo
para la salud puede reducir los riegos asociados a su exposicién (Hughes et al., 2011).
Como se ha dicho, el agua contaminada por arsénico constituye una de las fuentes de
exposicion al arsénico inorgdnico mds importante. Es, ademds, la causante de la
presencia de arsénico inorganico en la comida a través de la irrigacién de los cultivos,
asi como la preparacion y la cocciéon de los alimentos. La mayoria de arsénico en el
agua se encuentra en forma inorgdnica, encontrdndose en las valencias 3 6 5, en las
formas idnicas de los acidos arsenioso y ortoarsénico, respectivamente (Otles et al.,
2010). La Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) y la Agencia de Proteccion
Medioambiental de Estados Unidos (EPA) describen el limite seguro de arsénico en 10
pug/L y el méximo permitido en 50 ug/L en el agua de consumo.

Para evaluar los niveles de riesgo, hay que sefhalar que el agua contaminada con
arsénico de algunas zonas suele tener concentraciones de arsénico de entre 10 y 200
ug/L; aunque en zonas especificas se han encontrado concentraciones superiores a los
200 ug/L. Hay que recordar que alrededor de 200 millones de personas en el mundo
estdn en riesgo por consumo de agua contaminada, de las cuales mas de la mitad viven
en Bangladesh, drea en la que se han encontrado concentraciones de hasta 800 pug/L en
el agua de consumo (Singh et al., 2011).

Otra via de exposicion al arsénico es a través de los alimentos contaminados con este
metaloide. A pesar de que el arsénico inorgédnico ya no se afiade a los alimentos como
conservante, la dieta continua siendo una fuente importante de exposicion actual al
arsénico, sobre todo en las regiones con una mayor concentracion de éste en el ambiente
(Otles et al., 2010). La ingesta de arsénico inorgdnico a través de la dieta se debe
principalmente al consumo de cereales y vegetales, especialmente en las dreas donde se
riegan los alimentos con agua con altos niveles de arsénico. Otro alimento en el que se
suelen encontrar concentraciones altas de arsénico es el marisco, pero en éste los
principales compuestos de arsénico encontrados son la arsenobetaina y arsenocolina,
compuestos organicos significativamente menos toxicos que el arsénico inorgédnico
(Straif et al., 2009, Otles et al., 2010). Recientemente la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) ha estimado que la ingesta promedio de arsénico a

través de los alimentos es de 0,13-0,56 pug/kg/dia (EFSA 2009).
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Una via de exposicion menos importante seria a través del arsénico presente en el suelo.
En el suelo se encuentra principalmente arsénico inorganico, con predominancia del
arsénico pentavalente, debido a la oxidaciéon que se da del arsénico trivalente. La
exposicion al arsénico del suelo puede tener lugar de diferentes formas, aunque la mas
comun suele ser una ingesta accidental. Comparado con la ingesta de arsénico a través
del agua o de la dieta, el arsénico del suelo constituye una fraccién muy pequeia de
ésta. Se calcula que la cantidad de arsénico en el suelo varia desde 0,01 a més de 600
mg/kg, con un promedio entre 2 y 20 mg/kg (Hughes et al., 2011).

Otra posible exposicion al arsénico consiste en la absorcion a través de la piel o la
inhalacion de particulas en el aire. Sin embargo, la cantidad de arsénico presente en el
aire es bastante baja (Hughes et al., 2011).

Un tema al que se le estd dedicando una especial atencién es el de la exposicion fetal a
través de la placenta. Tras la exposicion materna se sabe que el arsénico traspasa
facilmente la placenta y que los organismos en desarrollo son particularmente
vulnerables a sus efectos toxicos (debido a la rdpida division celular y la
diferenciacion), por lo que la exposicion transplacentaria puede suponer importantes
efectos en la salud de los neonatos. Hay evidencias de que el arsénico afecta el
crecimiento intrauterino y aumenta el riesgo fetal y especialmente la mortalidad infantil,
aunque atn hay poca informacién sobre el tema (Vahter 2009, Guan et al., 2010).

Por lo que hace al uso del arsénico a lo largo de la historia decir que ya en la Edad
Media el arsénico se empezd a utilizar como veneno y a lo largo de la historia se ha
usado repetidamente para cometer homicidios. Entre los homicidios mas famosos se
encuentra el de Napole6n Bonaparte en 1851 (Lin et al., 2004). Hasta mediados de
1850s, el arsénico fue considerado un veneno popular, ya que era de facil obtencion y
no olia ni tenia sabor, por lo que era indetectable en la comida y en la bebida. Los
sintomas mds visibles tras una exposicion aguda al arsénico son naidseas, vOmitos,
diarrea y dolor abdominal, los cuales podian ser facilmente confundidos con otras
enfermedades de la época, como el célera o la neumonia (Ratnaike 2003, Huang et al.,
2011a). El arsénico también se ha usado y se utiliza hoy en dia, en algunas zonas
pobres, para la fabricaciéon de diversos productos, como insecticidas, herbicidas,
pesticidas y conservantes de la madera. Actualmente se estd utilizando para la
produccién de vidrio y como semiconductor (Andersson et al., 1990, Otles et al., 2010,

Park et al., 2010, Hughes et al., 2011).
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Otro uso de los compuestos de arsénico, durante siglos, ha sido como agente medicinal
a pesar de su toxicidad, o quizd debido a ésta. El arsénico se ha administrado de
diferentes formas, ya sea dérmicamente, por inhalacidn, intravenosamente, u oralmente
(de forma sélida y liquida), dependiendo de la prescripcion (Evens et al., 2004). Desde
el siglo XVIII y hasta finales del siglo XX, se utilizé6 un preparado de As,O3; con
bicarbonato de potasio, conocido como solucién de Fowlers; soluciéon que se ha usado
para tratar enfermedades malignas como la leucemia y enfermedades no malignas como
el asma, el eccema y la psoriasis. A principios del siglo XX, se desarroll6 el Salvarsan,
un compuesto con arsénico orgdnico, que se usé de forma eficaz para tratar la
tripanosomiasis y la sifilis (antes del desarrollo de la penicilina). El uso del arsénico en
el tratamiento del céncer se vio disminuido con la aparicion de la quimioterapia
moderna debido, principalmente, a los efectos secundarios que este compuesto generaba
(Antman 2001, Evens et al., 2004).

A pesar de su demostrada toxicidad actualmente el trioxido de arsénico (ATO) se usa
para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (APL), principalmente en los
pacientes que no han presentado una buena respuesta a los antitumorales estdndares.
Hay que recordar que la leucemia es responsable del 3% de la mortalidad debida al
cancer en Europa y Estados Unidos y que la APL es un subtipo de leucemia mieloide
aguda (AML), que representa entre el 10-15% de la AML en adultos. Desde finales de
los afios ochenta la APL se viene tratando con quimioterapia estandar y con &4cido
retinoico all-trans (ATRA). Aunque el tratamiento con ATRA aumenta
significativamente la supervivencia de los pacientes, un 25% de los pacientes recaen
después del primer tratamiento, pasando a ser el trasplante de médula ésea la unica
opcién. Debido a que el tratamiento con triéxido de arsénico (Trisenox) ha mostrado
inducir una remisioén del 85% en los pacientes con mala respuesta a los tratamientos
convencionales, éste se estd usando actualmente para tratar la APL. El tratamiento de la
APL con 1 mg/mL de Trisenox se aprobd por la Administracion de Alimentos y
Farmacos de los Estados Unidos (FDA) en el afio 2000. Todos los estudios indican una
completa remision, tanto de los pacientes que han recaido como los recién
diagnosticados, sobre todo al usarlo de forma combinada con el ATRA. Numerosos
estudios de la ultima década confirman el éxito del uso del triéxido de arsénico para el
tratamiento de la APL (Evens et al., 2004, Nicolis et al., 2009).

Las virtudes de este compuesto no sélo estan restringidas a la APL, ya que estudios pre-

clinicos muestran que también puede ser util para el tratamiento de varios tumores
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solidos como el de prdstata, ovario y de tracto digestivo. Es por esto que hoy en dia el
trioxido de arsénico y otros compuestos orgdnicos del arsénico se estin ensayando
también para ser utilizados en el tratamiento de otros cdnceres (Ai et al., 2007, Diepart
et al., 2011), un ejemplo seria el del carcinoma Gallbladder (GBC), que se trata de un
tumor muy agresivo y letal que afecta al tracto digestivo. En este caso los tratamientos
estdndar consisten en cirugia y quimioterapia, que resultan insuficientes en més de la
mitad de los casos. Es por esto que se ha propuesto que el uso de compuestos de
arsénico puede suponer una buena estrategia terapéutica para el tratamiento de los
pacientes con GBC (Ai et al., 2007).

Con la finalidad de ampliar el espectro del uso del arsénico como tratamiento
antitumoral y disminuir su toxicidad, se estdn desarrollando distintos farmacos como el
darinaparsin, compuesto derivado del arsénico organico, que se propone para el
tratamiento de tumores s6lidos y neoplasias hematoldgicas a través de su administracion
oral e intravenosa. Debido a los buenos resultados obtenidos en los estudios pre-
clinicos, ya se estdn empezando a llevar a cabo estudios clinicos con el darinaparsin,

aunque su uso comercial ain no se ha autorizado (Mann et al., 2009, Wu et al., 2010a).
1.1.3. Metabolizacion y transporte del arsénico y modulacion del riesgo

Hasta hace relativamente poco se aceptaba que la via de metilacion del arsénico era un
proceso de destoxificacion, debido a que los compuestos metilados del este elemento se
consideraba que eran menos toxicos que los compuestos de arsénico inorganicos. Sin
embargo, en la ultima década esta vision ha cambiado dristicamente al estudiar mas
detalladamente la citotoxicidad de los compuestos metilados de arsénico. Asi, aunque el
compuesto metilado de valencia V, es menos téxico que el inorganico de la misma
valencia, el intermediario trivalente formado durante el proceso de metilaciéon es mucho
mas téxico que el inorgdnico de valencia III (Styblo et al., 2000, Nicolis et al., 2009).
Esto supone que la toxicidad del arsénico depende de la eficacia de su metabolizacion,
siendo mayor en aquellos casos en que se acumulan importantes concentraciones de
MMA™. De esta manera cobra importancia, en términos de riesgo, la menor o menor
capacidad metabolizadora (Hughes et al., 2011). Se ha visto como polimorfismos de la
enzima fundamental para la metabolizacion del arsénico, la AS3MT, contribuyen
significativamente a la variacion interindividual en la biotrasformacion del arsénico vy,

por lo tanto, pueden contribuir a las variaciones interindividuales del riesgo de toxicidad
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y carcinogenicidad del arsénico (Hernandez et al., 2008, Hughes et al., 2011, Pierce et
al., 2012).

Independientemente de la capacidad metabolizadora, existen evidencias de que los
transportadores de membrana que regulan la entrada, retencién y eliminacion de los
compuestos de arsénico en los hepatocitos son factores que pueden contribuir a las
variaciones interindividuales de riesgo de toxicidad y carcinogénesis del arsénico
(Thomas 2007, Drobna et al., 2010).

Por lo que hace al proceso de metabolizacién del arsénico inorgdnico, decir que, el éste
una vez internalizado, se metaboliza via metilacion dando lugar a metabolitos
metilados. Este proceso tiene lugar tanto en microorganismos, cOmo Organismos
acudticos, pdjaros y mamiferos (IARC 2004b). En humanos la metabolizacién del
arsénico inorgédnico tiene lugar fundamentalmente en el higado formandose como
resultado cuatro metabolitos: el dcido metilarsénico (MMAV), el acido
monometilarsenoso  (MMA™), el 4cido dimetilarsinico (DMAY) y el 4cido
dimetilarsinoso (DMAHI) (Drobna et al., 2010).

Uno de los procesos propuestos de metabolizacién del arsénico inorganico constituye la
que se denomina via cldsica o de metabolizacion oxidativa. Entre las principales
caracteristicas de esta via destacan que sélo el arsénico trivalente puede ser biometilado,
mientras que el pentavalente tiene que ser primero reducido a trivalente; siendo la S-
adenosilmetionina (SAM) el donante del grupo metilo en las consecutivas metilaciones
del arsénico. La enzima catalizadora de la biometilacion se considera que es la arsenito-
3-metiltrasferasa (AS3MT), inicialmente conocida como Cytl9. La misma enzima
puede usar como sustrato tanto el As" para metilarlo a MMA", como el MMA™ para

I
, el

metilarlo a DMA". Una vez dentro del torrente sanguineo, el AsY se reduce a As
cual al entrar dentro de los hepatocitos se convierte en MMA" por accién de la AS3MT.
Seguidamente éste se reduce a MMA™, el cual sufre una metilacién oxidativa y da lugar
al DMA", que serd a su vez reducido a DMA™ (Figura 2) (Lin et al., 2002, Thomas
2007, Nicolis et al., 2009). Como ya se ha mencionado la via de metilacién oxidativa
requiere la reduccién de las especies pentavalentes. Como posibles reductasas se han
propuesto diferentes enzimas dependientes de glutation (GSH), como la arsenato
reductasa en bacterias, la deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato en humanos y la
glutation-S-transferasa omega (GSTO) en conejo y hamster. De todos modos, estudios

llevados a cabo con ratones knock out para GSTO sugieren la existencia de una via

alternativa de reduccion, vista la capacidad reductora de esta linea de raton. Otras
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alternativas de reduccién consideran que la purina nucleosido fosforilasa (PNP) es la
enzima involucrada, aunque los resultados obtenidos distan de ser concluyentes (Nicolis

et al., 2009).

AS3MT

SAM

IAS(V) —————= iAs(Ill) ———— > MMA()
Reduccion Metilacion

oxidativa

Py

uoroon

7

As3MT
SAM
DMA () <— DMA({) <— MMA (III)
Metilacion
oxidativa

Reduccién

Figura 2 Representacion esquematica del proceso de biometilacion segin
la via clasica o de metilacién oxidativa. El 4cido ortoarsenico (iAs") se reduce
a dcido arsenioso (iAsIH). Seguidamente la enzima arsénico 3 metiltrasferasa
(AS3MT) cataliza la metilacion oxidativa del acido arsenioso a 4cido
monometilarsénico (MMA"), actuando la S-adenosilmetionina (SAM) como
donadonte del grupo metilo. El MMA" se reduce a 4cido monometilarsenoso
(MMA™), que a su vez sufre una metilacién oxidativa dando lugar al dcido
dimetilarsénico (DMA"), que se reduce a dcido dimetilarsenoso (DMA™)
(Nicolis et al., 2009).

Vistas las dificultades indicadas, recientemente se ha propuesto una via de metilacién
del arsénico alternativa, la denominada via de metilacién reductora.

GSH As3MT As3MT
. . SAM SAM
iAs (V) —— > iAs(ID — jAs()-GSH ——> MMA (II)-GSH ——> DMA (II)-GSH

Reduccién ilaci6
Metilacién T \L Metilacién /[\ \‘/

MMA (V) DMA (V)

Figura 3 Representacion esquematica del proceso de biometilacion segin la via de metilacion
reductora. El 4cido ortroarsénico (iAs V) se reduce a dcido arsenioso (iAs ™). El 4cido arsenioso forma
un complejo con el glutation (GSH), el complejo iAs"-GSH. Seguidamente la enzima AS3MT cataliza la
metilacién del iAs-GSH al complejo 4cido monometilarsenoso (MMA™)-GSH, donde la S-
adenosilmetionina (SAM) actda como donador del grupo metilo. Este complejo puede volver a ser
metilado dando lugar al complejo 4cido dimetilarsenoso (DMA™)-GSH. En presencia de bajas
concentraciones de glutation, tanto MMA™-GSH como DMA™-GSH se hidrolizan a MMA"™ y DMA™,
respectivamente. Estos pueden convertirse en dcido monometilarsénico (MMAY) y 4cido dimetilarsénico
(DMAV), respectivamente (Nicolis et al., 2009).

, Vv TII . ., . . ,
En ésta el As" se reduce a As, pero en vez de darse una metilacion oxidativa, ésta

forma un complejo arsénico-glutation que actia como sustrato de la AS3MT, y se
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metila a MMA™-glutation, que puede ser posteriormente metilado por la misma enzima
a DMA".glutation. En presencia de bajas concentraciones de glutation, tanto el
complejo MMA™-glutation como el DMA™-glutation se hidrolizan a MMA™ y DMA™,
respectivamente. En esta via se propone que los complejos con glutation son los
compuestos de arsénico transportados desde el higado al torrente sanguineo y al rifién
(Figura 3) (Thomas 2007, Nicolis et al., 2009, Hughes et al., 2011).

Como ya se ha comentado independientemente de la capacidad metabolizadora, los
transportadores de membrana también pueden contribuir a las variaciones
interindividuales de riesgo de toxicidad y carcinogénesis del arsénico. Algunos de estos
transportadores descritos lo constituyen la acuagliceroporinas, los transportadores de
glucosa y los transportadores ABC (Thomas 2007, Drobna et al., 2010).

Las acuagliceroporinas (AQPs) son canales multifuncionales que transportan solutos
orgdnicos como el glicerol y la urea. Se ha visto que algunas AQPs son capaces de
transportar compuestos trivalentes de arsénico de forma pasiva a favor del gradiente de
concentracion (Liu et al.,, 2002, Thomas 2007). Concretamente en humanos, se ha
observado que la AQP7 y la AQP9 median la entrada del iAs", pero no lo hacen ni la
AQP3 ni la AQP10 (Torres-Avila et al., 2010). La AQP7 y la AQP9 constituye un canal

. g . 4 . I
bidireccional que actia como canal de entrada del iAs

desde la sangre al higado
(principal 6rgano de metabolizacion del arsénico) y como canal de salida desde el
higado hacia el torrente sanguineo de compuestos organicos del arsénico, el MMA™,
MMA" y DMA" (Liu et al., 2006, McDermott et al., 2010, Leslie 2011).

Los transportadores de la glucosa (GLUT1-14) pertenecen a una familia de proteinas
estructuralmente relacionadas que median el trasporte de la glucosa de forma pasiva a
través de la membrana plasmatica. Estos transportadores difieren en su distribucién y en
su afinidad por la glucosa. Se ha visto que algunos de los transportadores de la glucosa,
como el GLUT1 y el GLUT?2, participan también en el transporte del arsénico: iAs™ y
MMA™ (Drobna et al., 2010, Jiang et al., 2010, Jiang et al., 2010, Leslie 2011). La
GLUTI se ha propuesto como la principal via de entrada del As™ y del MMA™ en el
corazdn y en el cerebro, debido a la baja expresion de AQP7 y AQP9 en éstos (Liu et
al., 2006, Leslie 2011).

También participan en el transporte del arsénico los transportadores ABC
(transportadores casetes de unién al ATP), que son responsables del transporte activo de

una gran variedad de compuestos, incluidos los fosfolipidos, péptidos, aminodcidos,

farmacos y téxicos. Concretamente hay dos miembros de los transportadores ABC, las
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proteinas resistentes a multi-foirmacos 1 y 2 (MRP1 y MRP2), que se sabe que
participan en el transporte del arsénico. Los trasportadores MRP1 y MRP2 son
responsables del transporte del arsénico conjugado con glutation, el As"-GSH vy el
MMAHI—GSH, hacia el exterior de las células (Thomas 2007, Leslie 2011). Hay algunos
estudios en los que parece que el MRP3 podria participar también en el transporte de los
complejos As-GSH (Drobna et al., 2010). Se ha visto que al aumentar el nimero o la
actividad de los transportadores ABC, aumenta el flujo del arsénico al exterior de la
célula, por lo que disminuye la concentracién de arsénico intracelular, y por lo tanto,

disminuye la citotoxicidad inducida por éste (Thomas 2007).
1.1.4. Efectos en la salud humana debido a la exposicion al arsénico

Podemos diferenciar entre dos tipos de efectos sobre la salud humana, segin si la

exposicion ha sido aguda o crénica. Estos efectos se encuentran resumidos en la Tabla
2.

Exposicién cronica:

La exposicion crénica es la mds importante en términos de salud ya que mdas de 100
millones de personas en todo el mundo se encuentran expuestas cronicamente a niveles
de arsénico perjudiciales para la salud, siendo la situacién particularmente dramatica en
el sud-este de Asia (Straif et al., 2009). Para observar sus efectos mas nocivos no hace
falta estar expuestos a altas concentraciones, ya que la exposicion a través del agua de
consumo de alrededor del 10 pg/L, que es el estdndar en muchas ciudades, se ha
asociado con un apreciable riesgo de cancer, del orden del 0,1-0,3%. Por lo que hace a
los efectos cancerigenos del arsénico, existe una relacién directa entre la exposicion
crénica a éste y un aumento de la incidencia de padecer diferentes tipos de cénceres,
como el de piel, de pulmoén, de vejiga, de higado, de prostata y de rifion (Otles et al.,
2010). Asimismo, la exposicion crénica al arsénico tambié€n se asocia con un aumento
del riesgo de padecer numerosos efectos no cancerosos, como la queratosis palmar,
cambios de pigmentacion, enfermedades cardiovasculares (arterosclerosis, hipertension,
cardiopatia isquémica, arritmia ventricular, etc), efectos respiratorios, desoérdenes
neuroldgicos (deficiencia de memoria, pérdida de concentracién, Parkinson, etc.) y
efectos en el higado y en el rifidn, entre otros (Ratnaike 2003, Straif et al., 2009, Jomova

et al., 2011, Singh et al., 2011).
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Distintos estudios con animales de laboratorio también muestran como la exposicion al
arsénico inorgdnico de forma crénica causa numerosos efectos, que afectan al sistema
cardiovascular, al respiratorio, al gastrointestinal, al hematoldgico, al inmune, al
reproductivo y al nervioso. Del mismo modo, la administracién en animales de otras
formas de arsénico como el MMA" induce efectos en el tracto gastrointestinal, en el
rifién, en el tiroides y en el sistema reproductivo. En cambio, la exposicién a DMA"
induce efectos sobre la vejiga, el rifidn, el tiroides y el desarrollo fetal (Jomova et al.,
2011).

Pero la demostracion experimental del potencial carcinogénico del arsénico ha sido
compleja ya que ha habido una falta de evidencias en estudios con animales hasta hace
relativamente poco. En 1973, afio en que la IARC clasificé al arsénico como
carcinégeno del grupo I, no habia evidencias en animales. En la publicacién de 2004, ya
se citaba que habian evidencias suficientes de carcinogénesis en animales, pero tan s6lo
en tratamientos con DMA", el cual inducia la aparicién de tumores en la vejiga urinaria
en ratas y en pulmon en ratones tratados. Sin embargo, no ha sido hasta la publicacién
de 2009, en la que se considera que hay evidencias suficientes de carcinogénesis en
animales en tratamientos con arsénico inorganico (Cui et al., 2006a, Straif et al., 2009,
Tokar et al., 2010a, Huang et al., 2011a).

Para los compuestos inorgédnicos del arsénico, la exposicion oral al arsenato sédico en
ratones se ha considerado carcinogénica en pulmén, mientras que la exposicién por
inhalacién de arsénico inorgdnico (arsenato célcico) causa tumores de pulmén en
hamsteres (Tokar et al., 2010a, Hughes et al., 2011).

Hay estudios en los que se ha usado la exposicién perinatal a arsénico inorgdnico
(arsenito sédico) en diferentes cepas de raton debido a que, como ya se ha comentado,
se trata de un periodo de alta sensibilidad a carcin6genos. En dos de ellos se ha
observado como los roedores expuestos durante su etapa prenatal desarrollan tumores
de pulmon, de higado, de ovario, adrenal y de udtero a lo largo de su vida adulta de
forma dosis-dependiente. En total hay 7 estudios en animales en los que se ha
demostrado que el arsénico inorgdnico es carcinogénico en roedores (Waalkes et al.,
2007, Tokar et al., 2010a).

Hay que resaltar que en los estudios realizados con animales las dosis a las que éstos
son expuestos para la induccién de carcinogénesis son considerablemente superiores a
las dosis a las que se encuentran las poblaciones humanas afectadas. Sin embargo,

aunque los niveles de arsénico en el agua sean entre 100 y 200 veces superiores a los
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que de manera estindar estin expuestas las poblaciones humanas, estos animales
tratados presentan niveles de arsénico en la sangre parecido a los de los humanos
expuestos a dosis mucho més bajas. Esto indica que los ratones necesitan claramente
dosis externas mucho mayores que los humanos para llegar a concentraciones internas

parecidas (Waalkes et al., 2007).

Exposicién aguda:

Los efectos del arsénico tras la exposicion aguda son: nauseas, vOmitos, dolor
abdominal y diarrea severa, aunque ésta no es una ruta normal de exposicion, siendo la

dosis letal en humanos de 0,6 mg/Kg/dia (Ratnaike 2003, Singh et al., 2011).

Tabla 2 Efectos toéxicos causados por una exposicién crénica o aguda al arsénico. Dentro de los efectos
debidos a la exposicion crénica, se diferencia entre efectos cancerosos y no cancerosos.

Exposicion crénica

Exposicion aguda

Efectos cancerosos Efectos no cancerosos
Piel Hiper- hipopigmentacién ' Nauseas

Pulmon Queratosis Vomitos
Vejiga Enfermedades cardiovasculares Dolor abdominal
Higado Efectos respiratorios Diarrea severa
Prostata Efectos en el higado

Rifién Efectos en el rifion

Desordenes neuroldgicos

1.1.5. Efectos del arsénico en el higado

Cabe destacar que el higado es un 6rgano diana del arsénico, debido principalmente a
que es en éste donde tiene lugar de forma general la metabolizacion del arsénico
inorgdnico. Por lo que el estudio de los efectos del arsénico en el higado son de gran
interés, ya que éste sufre toda una serie de efectos que dan lugar a la aparicién de
diversas patologias (Mazumder 2005, Liu et al., 2008a, Islam et al., 2011).

Hay estudios epidemiolégicos que indican una clara asociacién entre la exposicion
crénica al arsénico y el funcionamiento anormal del higado, la hepatomegalia, la
fibrosis, la cirrosis y la ascitis. Siendo la cirrosis y la ascitis una de las principales

causas de mortalidad debidas a la exposicion al arsénico. Se considera que la cirrosis es
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un efecto secundario del dafio de los vasos sanguineos hepaticos. Ademads, la cirrosis
estd asociada con la aparicién posterior de cdncer de higado (Liu et al., 2002, Guha
Mazumder 2008a, Guha Mazumder 2008b, Liu et al., 2008a, Islam et al., 2011, Jomova
etal., 2011).

En estudios realizados con poblaciones de Bengal, India y Bangladesh se observo que la
lesion en el higado mas comun causada por la exposicion al arsénico de forma crénica
es la hepatomegalia siendo la prevalencia de la fibrosis también muy importante
(Mazumder 2005, Guha Mazumder et al., 2011).

El efecto daiiino en el higado por parte del arsénico inorgdnico también se ha observado
en estudios in vivo con ratones. Ratones que habian estado expuestos a 250 ppb de
arsenito sédico durante 8 semanas y en los que se ha observado como el arsénico
estimula la formacion de capilares del endotelio sinusoidal hepéatico y la remodelacién
de los vasos sanguineos en el higado de éstos (Straub et al., 2007).

Otro de los efectos que el arsénico puede inducir en el higado segiin varios estudios
realizados en poblaciones humanas, como por ejemplo en Taiwan, es la aparicién de
cancer en este 6érgano (Smith et al., 1992, Liu et al., 2008a). Estos efectos cancerosos no
se han observado tinicamente en poblaciones humanas expuestas al arsénico de forma
cronica sino que también se ha visto en modelos animales, concretamente en ratones
que habian sido expuestos al arsenito sédico durante su desarrollo embrionario (Tokar
etal., 2011).

Tanto en humanos como en estudios con modelos animales se ha visto que
concretamente la exposicion al arsénico ha estado relacionada con dos tipos de canceres
de higado, el cdncer angiosarcosoma hepdtico y el carcinoma hepatocelular (Smith et
al., 1992, Waalkes et al., 2006). El carcinoma hepatocelular es el tipo de cincer de
higado mas comun en el mundo y en muchos casos suele aparecer a continuacion de una
cirrosis. En cambio, el cdncer angiosarcosoma, es un tipo de cdncer de higado poco
comun, que crece rdpidamente y que suele ser detectado demasiado tarde para tratarlo
de forma efectiva, por lo que normalmente es mortal (Smith et al., 1992, Huang et al.,

2011b).

1.1.6. La exposicion cronica por arsénico y la diabetes

Otra de las patologias inducidas por la exposicioén al arsénico de forma cronica es la

diabetes de tipo II, por lo que el arsénico se trata de un factor de riesgo ambiental para
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esta enfermedad (Rahman et al., 1995, Rahman et al., 1998, Lewis et al., 1999, Diaz-
Villasenor et al., 2007, Joshi et al., 2010, Huang et al., 2011a).

Se pueden diferenciar dos tipos de diabetes, las denominadas de tipo I y tipo II, aunque
en este trabajo nos centraremos en la diabetes de tipo II o no insulina dependiente, ya
que es la que se encuentra relacionada con la exposicion al arsénico (Rahman et al.,
1995, Rahman et al., 1998, Lewis et al., 1999, Huang et al., 2011a). Se trata de una
enfermedad multiorgdnica resultado de la interaccion entre factores ambientales y

predisposicion genética o susceptibilidad (Figura 4).

[ Factores genéticos ] Factores ambientales ]

N/

Diabetes

Figura 4 Factores de predisposicion a la diabetes tipo II. La DM tipo II es
una enfermedad multiorgdnica resultado de la interaccion entre factores
ambientales y predisposicion genética o susceptibilidad (Joshi et al., 2010).

Se caracteriza por la presencia de defectos en la produccién o secrecion de insulina por
parte de las células B pancredticas, asi como por defectos de la accién de la insulina en
los tejidos periféricos (musculos y adipocitos), y/o aumento de la produccién endégena
de glucosa por parte del higado. Se ha estimado que aproximadamente un 90-95% de las
DM son de tipo II. Se consideran factores de riego la presencia de ciertos polimorfismos
genéticos, la edad, el sexo, la historia familiar, la obesidad, la inactividad fisica, la dieta,
el estrés y la exposicion a diversos toxicos medioambientales (Kriebel et al., 2001,
Zimmet et al., 2001, Diaz-Villasenor et al., 2007, Joshi et al., 2010).

Como ejemplo de genes ligados al riego de la DM tipo II se encuentran los factores
nucleares HNFlo y HNF40, donde se han encontrado variantes que predisponen a un
mayor riesgo (Anuradha et al., 2005). La alteracion en estos factores también se ha
relacionado con MODY1 y MODY3, respectivamente (Ryffel 2001, Anuradha et al.,
2011, Saif-Ali et al., 2011).

Hay varios estudios que indican que existe una relacion entre la exposicion al arsénico y
la prevalencia de DM en pueblos de la costa sudoeste de Taiwan, donde los habitantes

estin expuestos a elevados niveles de arsénico a través del consumo de agua

17



Introduccién

contaminada. La incidencia de DM en estos pueblos es de 2 a 5 veces mayor que en
areas donde la arseniasis no es endémica. Resultados parecidos se han obtenido en
Bangladesh, Estados Unidos y Suecia (Rahman et al., 1995, Rahman et al., 1998, Lewis
et al., 1999, Huang et al., 2011a).

Altos niveles de prevalencia de diabetes también se han encontrado entre trabajadores
de la fundicién de cobre y de la industria del vidrio (Joshi et al., 2010). Aunque se sabe
que el arsénico es un factor de riego para la DM, los efectos detallados y el mecanismo
molecular del arsénico relacionado con la DM no estan claros (Diaz-Villasenor et al.,
2007, Huang et al., 2011a). Debido a la complejidad de la etiologia de la DM tipo II, el
arsénico puede estar induciendo la aparicion de esta enfermedad de diferentes formas.
El arsénico podria inducir la alteracién de la expresion de genes relacionados con la
diabetes tipo II dando lugar a (1) alteracién de la gluconeogénesis en el higado, (2)
reduccion de la sintesis y secrecion de la insulina e induccién de estrés oxidativo en las
células B pancredticas, (3) proliferacion y cambios en el patrén de diferenciacion
anormal de los adipocitos y/o musculos, producidos por la alteraciéon de la expresion de
genes implicados en estos procesos (reguladores del ciclo celular, factores de
transcripcion, vias de sefalizacion), y (4) resistencia a la insulina en los tejidos
periféricos, causado por la alteraciéon de factores de transcripcidon involucrados en la
sensibilidad de la insulina, la induccién de citoquinas como TNF-a y IL-6, e inhibicién
de la activacion Akt, que disminuye la translocaciéon del transportador de membrana
GLUT4 (Figura 6) (Diaz-Villasenor et al., 2007).

Se han llevado a cabo algunos experimentos in vitro, los cuales indican que el arsénico
contribuye al desarrollo de la DM a través de la alteracion del funcionamiento de las
células B, particularmente afectando la sintesis y secrecion de la insulina, y alterando la
entrada de glucosa estimulada por la insulina en los tejidos periféricos, adipocitos y
células musculares. Los experimentos realizados in vitro se han hecho con tiempos de
exposicion cortos y con células § del pancreas, con células musculares y con adipocitos,

pero no con hepatocitos ni tiempos de exposicion prolongados (Huang et al., 2011a).
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[ Células  pancredticas ]

\ -
1

*Disminucién de la sintesis y . . *Alteracion de la
segregacion dela insulina. Tejidos periféricos : gluconeogénesis
adipocitos y células musculares

*Aumento del estrés oxidativo
*Alteracion de la proliferaciény del patron de diferenciacion:

% Regulacion del ciclo celular (p21, p27, ciclinaD1)
+ Factores transcripcion (AP-1, AP-2, C/EBPo, PPARY)
+» Vias de senalizacion (PI(3)K-Akt,Ras-MAPK-AP-1)

*Resistencia a la insulina:

+* Factores de transcripcion
+ Citoquinas (IL-6, TNF-a)
+» Vias de senalizacion (PI(3)Akt)

Figura 5 Mecanismos de induccion de diabetes tipo II por el arsénico. El arsénico induce la alteracion
de la expresion de genes relacionados con la diabetes tipo II dando lugar a (1) alteracién de la
gluconeogénesis en el higado, (2) reduccién de la sintesis y secrecion de la insulina y induccién de estrés
oxidativo en las células B pancredticas, (3) proliferacién y patrén de diferenciacién anormal de los
adipocitos y/o mdsculos, producido por la alteracién de la expresién de genes implicados en estos
procesos (reguladores del ciclo celular, factores de transcripcidn, vias de sefializacién) (4) resistencia a la
insulina en los tejidos periféricos, causado por la alteracion de factores de transcripcion involucrados en
la sensibilidad de la insulina, la induccién de citoquinas como TNF-alpha y IL-6, e inhibicién de la
activacion Akt, que disminuye la translocacion del transportador de membrana GLUT4 (Diaz-Villasenor
et al., 2007).

1.1.7. Mecanismos de accion del arsénico

Los mecanismos de accion del arsénico, en muchas de las enfermedades relacionadas
con su exposicion, no se conocen de manera precisa, a pesar de la cantidad de esfuerzo
dedicado. Es posible que no sea un tinico mecanismo de accion el que da lugar a los
efectos adversos del arsénico, sino que podria ser que éste actuara a través de diferentes
mecanismos de accién y que estos fueran independientes entre si (Hughes et al., 2011).
Dado que el conocimiento de los mecanismos de accion del arsénico puede llevarnos a
una mejor proteccion de las poblaciones expuestas a este elemento, es importante
conocer las distintas propuestas hechas para explicar como este elemento produce sus
efectos.

Entre los diversos mecanismos de accién del arsénico que se han propuestos destacan, la

interaccion con el azufre, la sustitucién del grupo fosfato en algunas reacciones
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bioquimicas, la formacién de especies reactivas, efectos genotoxicos, alteracion de la
reparaciéon del DNA, de la transduccién de sefales, de la proliferacion del DNA,
tolerancia a la apoptosis, asi como alteraciones epigenéticas (Rossman et al., 1977, Basu
et al., 2001, TARC 2004b, Sykora et al., 2008, Waalkes et al., 2008, De Vizcaya-Ruiz et
al., 2009, Druwe et al., 2010, Hughes et al., 2011, Jomova et al., 2011, Martinez et al.,
2011, Ren et al., 2011, Smeester et al., 2011, WHO 2011).

a) Inhibicién de enzimas/proteinas

El arsénico en su forma trivalente es altamente reactivo y se sabe que tiene la capacidad
de interactuar con el azufre, formando complejos As-S, de forma que el arsénico afecta
a los compuestos celulares que contiene grupos sulfhidricos. Por este mecanismo afecta
la entrada de glucosa en la célula, la gluconeogénesis, la oxidacion de los 4cidos grasos,
la produccion de acetil CoA y actda inhibiendo la produccién de glutation, enzima que
protege a la célula contra el dafio oxidativo (Hughes et al., 2011). Ademads, se ha
demostrado que el arsénico inhibe la reparacion del DNA en bacterias y en células de
mamifero. Este efecto de inhibicién de la reparacién del DNA podria explicar el efecto
co-genotoxico del arsénico con la radiacién ultravioleta y otros agentes genotdxicos
(Rossman et al., 1977). Se han propuesto diferentes mecanismos a través de los cuales
el arsénico podria alterar la reparacion del DNA, entre ellos se encuentra la unién
directa con la DNA ligasa III, la alteraciéon de las sefiales celulares que actuarian
modificando la expresiéon de determinados genes, asi como su interacciéon con los
motivos de dedos de zinc de proteinas que intervienen en estos dos sistemas de
reparacion del DNA (Liu et al., 2008a, Hughes et al., 2011).

El dafio en el DNA puede ser reparado a través del mecanismo de reparacién por
escision. Hay dos tipos de mecanismos de reparacion por escision: el de reparacion por
escision de bases (BER) y el de reparacion por escision de nucledtidos (NER). Los
enzimas de BER reconocen lesiones especificas en el DNA, en cambio los de NER
reconocen alteraciones en el plegamiento de la doble hélice de DNA (Basu et al., 2001,
Sykora et al., 2008, De Vizcaya-Ruiz et al., 2009, Hughes et al., 2011, Martinez et al.,
2011), ambos mecanismos se han visto afectados por la exposicion al arsénico, aunque
con diferentes efectos segun la especie utilizada (Ebert et al., 2011), concluyendo que
una exposicion a una mezcla de diversas especies de arsénico (como sucede tras el
metabolismo en humanos) puede suponer mayores efectos en la disminucién de la

eficacia de los mecanismos BER y NER que la exposicion a una sola especie.
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b) Formacion de especies reactivas

La formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno por parte del arsénico es uno
de los mecanismos de accién del arsénico mas estudiados. Tanto in vitro como in vivo
se ha observado la formacién de especies reactivas en presencia de arsénico. La
produccién de estas especies se ha detectado mediante incrementos de dafio oxidativo
(8-hidroxi-2'-deoxiguanosina) en el DNA, la peroxidacion lipidica, la expresion de
genes de respuesta al estrés, la pérdida de antioxidantes (glutation) y la induccién de
proteinas de choque térmico, entre otros mecanismos.

Ademads, son varios los estudios que han mostrado que la adicién de antioxidantes o
radicales depuradores disminuye la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en respuesta al arsénico, pero este efecto no siempre se ha observado in vivo (IARC
2004a, IARC 2004b, Jomova et al., 2011, Martinez et al., 2011).(IARC 2004b, Hughes
et al., 2011, Hughes et al., 2011, Jomova et al., 2011, Martinez et al., 2011)

¢) Genotoxicidad

Hay estudios que el arsénico actia induciendo deleciones, roturas de simple y doble
cadena del DNA, intercambios entre cromatidas hermanas, aberraciones cromosomicas,
aneuploidias y micronucleos. Otros efectos del arsénico relacionados con la
genotoxicidad incluyen la amplificacion de genes especificos, la transformacién celular
y la inestabilidad genémica. Todos estos efectos genotdxicos del arsénico se han
observado tanto in vitro, en células de mamifero, como in vivo en animales de
laboratorio y en humanos (Guha Mazumder 2008a, Hughes et al., 2011, Jomova et al.,
2011, Martinez et al., 2011).

Al igual que sucede con la toxicidad general, el arsénico trivalente, tanto el inorganico
como el orgédnico, es mds potente desde el punto de vista genotdxico, que los
pentavalentes.

Todo esto puede ser resultado de la generacion de ROS, de la inhibiciéon de la
reparacion del DNA, o de la alteraciéon de la metilacion del DNA, mecanismos que
pueden conducir a una inestabilidad gendémica (Rossman et al., 1977, IARC 2004b,
Hughes et al., 2011).
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d) Transduccién de la senales

Las vias de transduccion del sefiales trasmiten la sefial extracelular, a través de una serie
de moléculas de senales intracelulares (ej.: las proteinas quinasas), que actdan alterando
la expresion de diversos genes.

Dado que diversos procesos celulares tales como la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis estan dirigidas por estas vias o cascadas, el arsénico puede alterar las sefiales
de transduccidén involucradas, conduciendo a la activacion e inhibicion de factores de
transcripcion que se unen al DNA y regulan la transcripcién génica. Se ha visto por
ejemplo que el arsénico afecta a la cascada MAPK (proteinas quinasas de actividad
mitogénica), a la ERKs (quinasas reguladoras de sefiales extracelulares) y a la JNKs
(quinasas N-terminal c-jun), asi como a p38 (Druwe et al., 2010, Hughes et al., 2011,
Hughes et al., 2011).

De hecho en diferentes estudios se ha observado como el arsénico tiene la capacidad de
aumentar la proliferacion celular. Este efecto se ha observado principalmente en la piel,
donde el arsénico podria estar realizando su efecto a través de la estimulacion de la
expresion de diferentes factores del crecimiento, entre ellos el TGF-a (factor de
crecimiento transformante o)) o induciendo la expresion, de Racl, proteina que participa
en la regulacién del ciclo celular (IARC 2004b, Waalkes et al., 2008, Hughes et al.,
2011). Y también se ha observado como frente a la exposicidn crénica al arsénico las
células transformadas con arsénico muestran tolerancia a la apoptosis frente a las células
control, se cree que este efecto podria darse a través de la alteracion de la via JNK (Qu
et al., 2002). La aparicion de tolerancia a la apoptosis puede ser un factor importante en
la cancerogénesis inducida por el arsénico, debido a que no tiene lugar la eliminacién

por apoptosis de las células dafiadas (Liu et al., 2008a).

e) Alteraciones epigenéticas

Se ha propuesto que la alteracion de la expresion génica como respuesta a la exposicion
al arsénico, podria venir mediada por procesos epigenéticos inducidos por este agente.
De forma general, parece que la exposicion al arsénico da lugar a una hipometilacion
del DNA, la cual se podria explicar porque tanto la metilacién del arsénico como la
metilacion del DNA usan el mismo donador del grupo metilo, SAM (s-adenosil
metionina); por lo que una exposicion prolongada al arsénico podria conducir a una
insuficiencia de SAM vy, por lo tanto, a una hipometilacién del DNA. Por otro lado,

también se ha observado una hipermetilacion en los promotores de ciertos genes en el
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cancer de piel y de vejiga asociados con la exposiciéon al arsénico. La hipo- o
hipermetilacion del promotor de ciertos genes puede mediar la carcinogénesis a través
del aumento o disminucién de la expresion de oncogenes o genes supresores de tumores
(Hughes et al., 2011, Martinez et al., 2011, Ren et al., 2011, Smeester et al., 2011).
Otros mecanismos epigenéticos a través de los cuales el arsénico podria estar actuando
seria a través de la modificacion de las histonas y de la regulacion de miRNA. Sin
embargo a pesar de las propuestas existentes no estd completamente claro cudl es el
efecto del arsénico en la alteracion epigenética, lo que requieren futuras investigaciones
(Liu et al., 2008a, Guha Mazumder et al., 2011, Hughes et al., 2011, Ren et al., 2011,
Smeester et al., 2011).

Como se desprende de lo anteriormente citado, son multiples los mecanismos mediante
los cuales el arsénico puede ejercer los diversos efectos que se le atribuyen. Aunque son
multiples los mecanismos generales propuestos, son pocos los estudios realizados para
conocer el papel de genes especificos en la respuesta a la exposicion al arsénico. Para
resolver parte de estas dudas, nuestro Grupo se ha centrado en el estudio de un conjunto

de factores nucleares hepaticos.

Como esta tesis se ha centrado en el estudio de los mecanismos de accién del arsénico
en el higado y especialmente en su efecto carcinogénico, destacar que de entre los
mecanismos de accion del arsénico comentados, se han propuesto en concreto como
mecanismos carcinogénicos del higado la induccién de estrés oxidativo, la alteracién de
los niveles de metilacion celular, la adquisicion de tolerancia a la apoptosis y la

inestabilidad gendmica (Liu et al., 2008a, Majumdar et al., 2011).

1.2. Los factores hepaticos nucleares (HNFs) y su relacién con la
exposicion al arsénico

En un estudio previo en nuestro laboratorio en el que se expusieron hdmsteres de forma
crénica (durante 18 semanas) a arsenito sddico a través del consumo de agua de beber
(15 mg de iAs/L; pH = 7.5). En el que se observaron diferencias de expresion en varios
genes entre los animales tratados y los control al hacer un rastreo del mRNA usando la
técnica DD-PCR a partir del higado de los animales expuestos (n=11) y los animales
control (n=5). Uno de estos genes fue el factor nuclear hepatico 1 o (HNF1a), en el cual
se observo una disminucién de la expresiéon en los animales tratados respecto los

controles (Herndndez et al., 2011). Se trata de un factor de transcripcion que forma parte
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de una red compleja de interacciones, entre factores de transcripcién hepéticos, que
cuenta entre sus miembros con HNF4a, HNF6a, PXR y FOXM1, y que participan en la
regulacién de varios procesos fundamentales para el desarrollo y funcionamiento del
higado.

Como se ve en la Figura 6 todos estos factores de transcripcion, HNF1o, HNF4a,
HNF60, PXR y FOXMI, interactian reguldndose entre ellos en el higado. Se conoce
que HNF4a participa en el control de la expresion a nivel del mensajero de HNF1a,
HNF6a, PXR y HNF4a (auto-regulacion). HNF6a participa en la regulacion de HNF4a,
HNFla y FOXMI1. HNFla participa en la regulacion de HNF4o y HNFla (auto-
regulacion). PXR participa en la regulacién de HNF4a y, por tltimo, FOXM]1 participa
en la regulacion de HNF6a (Landry et al., 1997, Odom et al., 2004, Lazarevich et al.,
2008, Gao et al., 2010, Pelletier et al., 2011, Koo et al., 2012).

Figura 6 Red de interacciones entre factores

de transcripcion en hepatocitos. Se observa

como los diferentes factores de transcripcion,

HNFla, HNF40, HNF6o, PXR y FOXMI,

HNFla ) interactian reguldndose entre ellos. Se conoce

que HNF4a participa en el control de la

expresion a nivel del mensajero de HNFla,

HNF6a, PXR y HNF4a (auto-regulacion).

HNFla HNF6a participa en la regulaciéon de HNF4o,

HNFlo y FOXMI1. HNFla participa en la

regulacion de HNF4a y HNFla (auto-

regulacién). PXR participa en la regulacién de

HNF40 y por tdltimo FOXMI1 participa en la

regulaciéon de HNF6a. Los circulos representan

las proteinas y los rectdngulos los genes de los

que se ve regulada la transcripcién a nivel de
mRNA.
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Se conoce que el factor HNF1a, junto con la mayoria de los factores de transcripcion
hepéticos mencionados (HNF4a, HNF6a, PXR y FOXM1), es fundamental para el
desarrollo y funcionamiento normal del higado, jugando un papel muy importante en la
diferenciacion y en el mantenimiento del fenotipo epitelial de los hepatocitos. Ademas,
se le considera un represor tumoral y su alteracion se ha asociado con la diabetes
(Ryffel 2001, Pelletier et al., 2011). Dado que la exposicidn crénica al arsénico supone
un aumento en la incidencia de cdncer de higado y de diabetes (Joshi et al., 2010),
nosotros hemos apostado por estos genes como componentes esenciales de la respuesta
observada frente al arsénico. Es por esto que es interesante conocer algunas de las

caracteristicas de cada uno de ellos.
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1.2.1. El factor hepético nuclear 1o (HNF1a)

La familia HNF1 forma parte de la super-familia de las homoproteinas, y estd formada
por dos miembros, HNFla y HNF1p, también conocidos como HNF1, LFBI1, TCF1,
MODY3 y IDDM20, y FJHN, HNF1, HPCl11, LF-B3, MODYS5 y TCF2,
respectivamente. En humanos HNFla se encuentra en el cromosoma 12, en la region
12g22-qter, se trata de un gen de 23.767 pb que da lugar a una proteina de 631
aminodcidos. HNFIp se localiza en el cromosoma 17, en la regién 17cen-q21-3, se
trata de un gen de 58.663 pb que da lugar a una proteina de 557 aminoécidos. Las
proteinas resultantes del gen HNFlo y HNFIf son homdélogas y pueden reconocer el
mismo sitio de unién al DNA. HNFla se une al DNA formando homo-dimeros o
hetero-dimeros con HNF1f (Ryffel 2001, Abelev et al., 2006, Pelletier et al., 2011).

Se cree que este factor, al igual que el HNF4a, interactiia con multiples co-activadores
que actdan alterando la estructura de la cromatina y activando la transcripcion del gen
en cuestion (Abelev et al., 2006).

Ambos factores (HNFla y HNF1B) se expresan en el epitelio polarizado de varios
tejidos, como el higado, el rifidn, el pancreas y el tracto digestivo. HNFla y HNF1f se
expresan de forma secuencial, es decir HNF1J se expresa durante el desarrollo
temprano, mientras que HNF1la lo hace en los hepatocitos adultos, donde HNF1f se
expresa débilmente (Pelletier et al., 2011).

Aunque la expresion de HNF1la no es crucial para el desarrollo embrionario normal, su
inactivacién da lugar a alteraciones en las funciones del higado, rifién y pédncreas en
etapas tempranas de la vida. Algunas de las alteraciones observadas incluyen, retraso en
el crecimiento, deficiencia en la secrecion de la insulina por parte de las células 3
pancredticas, alteracion de la homeostasis de los 4cidos grasos, disminucién de la
expresion del transportador glucosa-6-fosfato en los hepatocitos, disfunciéon renal y
aumento de la masa del higado (Ryffel 2001, Abelev et al., 2006).

En el higado HNFla se une a los promotores de como minimo 222 genes. Se ha
demostrado, tanto in vitro como in vivo, que HNFla juega un papel importante en la
diferenciacion de los hepatocitos y en la regulacion del metabolismo de la glucosa
(gluconeogénesis), de los amino acidos y de los lipidos (inhibe la lipogénesis), asi como
en la proliferacion celular (inhibiendo la proliferacion), en la sintesis de proteinas del
suero y de otros componentes que participan en los procesos de destoxificacion (Odom

et al., 2004, Pelletier et al., 2011). Ademas, alteraciones en la expresiéon o mutaciones en

25



Introduccién

el gen HNFIf se han relacionado con el desarrollo de MODY?3, un tipo de diabetes
(Nauck et al., 1998, Ryffel 2001, Lazarevich et al., 2008).

La diferenciaciéon de los hepatocitos se consigue a través de una red compleja de
regulaciones cruzadas entre distintos factores de transcripcion, especialmente entre
HNF1la y HNF4a (Pelletier et al., 2011). En dicha red HNF4a estimula la expresion de
HNFla, y a la vez, HNFla estimula también la expresion de HNF4a. HNF1a tiene la
capacidad de actuar reprimiendo su propia expresion y la de HNF4aq, a través de la
interaccién con éste en el promotor (Odom et al., 2004, Pelletier et al., 2011). Si se
induce la expresion de HNF1a en células hepéticas desdiferenciadas se observa una re-
diferenciacion hepdtica, junto con la activacion de la expresion de HNF4a, e incluso del
HNF1la endégeno (Ryffel 2001).

Respecto a su papel en el proceso tumoral, se ha propuesto que HNFla tiene una
funcidén represora de genes potencialmente tumorigénicos del higado, por lo que HNF1a
actuaria como un gen supresor de tumores (Pelletier et al., 2010, Pelletier et al., 2011).
En el cuadro siguiente se resumen los procesos con los que estd relacionado el factor

HNFla.

HNF1a esta relacionado con:
* Desarrollo y funcionamiento del higado
» Diferenciacién y mantenimiento de la diferenciacion (EMT)
* Metabolismo de la glucosa, aminoécidos y lipidos
* Regulacion del ciclo celular
* Sintesis de proteinas del suero
* Motilidad
* Se considera un supresor de tumores

¢ Diabetes

1.2.2. El factor hepético nuclear 40, (HNF4a)

El factor nuclear hepitico 40 (HNF4a), también es conocido como TCF, HNF4,
MODY, MODY1, NR2A1, TCF14 y NR2A21. En humanos el gen HNF4a se encuentra
localizado en el cromosoma 20, en la regién 20q13.12, y consta de 75.590 pb, dando
lugar a una proteina de 474 aminoacidos. HNF4o pertenece a la sub-familia de

receptores nucleares hormonales y se une al DNA en forma de homo-dimero (Ning et
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al., 2010), expresandose principalmente en el higado, rifién, intestino, pancreas y
estomago (Lucas et al., 2005).

Al igual que el factor HNFla, el HNF4a es un factor nuclear indispensable para la
formacion epitelial hepética durante el desarrollo embrionario y para el mantenimiento
del fenotipo epitelial de los hepatocitos en el higado adulto (Lemaigre et al., 2004, Ning
et al., 2010). Su papel en el desarrollo embrionario es bédsico ya que los embriones de
raton deficientes para este factor mueren debido a un fallo en la gastrulacién (Chen et
al., 1994).

Para la diferenciacion hepatica y el funcionamiento normal del higado adulto se necesita
la expresion de varios genes especificos del higado, y la expresion de la mayoria de
genes hepdticos estd regulada por la accion combinada de varios factores de
transcripcion. En todo este proceso se cree que el factor HNF4a actia como gen
principal en una cascada de factores de transcripciéon que pueden conducir a la
diferenciacion de los hepatocitos (Naiki et al., 2002, Chen et al., 2010).

La importancia del factor HNF4a radica en que en el higado tiene como minimo 1.575
genes diana; es decir, participa en el control de la expresion de un 12% de los genes
totales, que representan en este caso casi la mitad de los genes activados en este érgano
(Lemaigre et al., 2004), lo que lo hace un regulador central de varios procesos que
controlan la homeostasis celular. Sus genes diana se encuentran involucrados en
procesos tales como la homeostasis de los lipidos (transporte y metabolizacion), la
progresion del ciclo celular (inhibicién de la proliferacion), la apoptosis (induccidn), el
metabolismo de la glucosa, de los aminodcidos y de diversos xenobidticos, los
componentes de la coagulacion de la sangre, la formacién y mantenimiento de la
morfologia del epitelio, la diferenciaciéon y mantenimiento de la diferenciacion de los
hepatocitos y en la motilidad (Li et al., 2000, Naiki et al., 2002, Odom et al., 2004,
Lucas et al., 2005, Chen et al., 2010). Hay que sefialar que, ademads, algunos de sus
genes diana son factores de transcripcion como HNFla, PXR y HNF60, ademds de si
mismo (auto-regulacién) (Li et al., 2000, Odom et al., 2004, Abelev et al., 2006,
Lazarevich et al., 2008, Lu et al., 2008).

HNF4a reprime la transicion epitelio-mesénquima (EMT) al inhibir la expresion de los
genes reguladores de este proceso (Snail y Slug) y la de los genes mesenquimales en los
hepatocitos diferenciados. De forma que HNF4a, al igual que el HNF1a, son factores
fundamentales para la diferenciacion de los hepatocitos, tanto por su papel en la

represion de genes mesenquimales, como en la induccién de genes epiteliales
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(Lazarevich et al., 2008, Ning et al., 2010, Pelletier et al., 2011, Santangelo et al., 2011).
Por lo que respecta a su papel en los procesos tumorales, se ha visto que en los
carcinomas hepatocelulares (HCC) y en los tumores renales se produce una disminucién
de la expresion de HNF4a; jugando éste un papel critico en la progresiéon de HCC hacia
un fenotipo mds agresivo. Se ha visto que al incrementarse la expresion de HNF4a en
las células tumorales estas recuperan parcialmente su morfologia epitelial, se re-
diferencian, disminuye la proliferacion y se retarda significativamente el crecimiento
del tumor después de un trasplante subcutdneo. Por estas razones se considera que este
factor, al igual que el factor HNF1a, es un potencial supresor de tumores (Ishiyama et
al., 2003, Lucas et al., 2005, Lazarevich et al., 2008, Ning et al., 2010).

Por lo que respecta al papel de HNF4a en los procesos diabéticos, se conoce que en las
células B del pancreas HNF4a actia regulando la secrecion de la insulina y en el higado
regulando el metabolismo de la glucosa (Jafar-Mohammadi et al., 2011). Se ha
observado que la alteracion de la expresion del HNF4a se asocia con un aumento del
riesgo de padecer diabetes tipo II (Odom et al., 2004). Ademds, mutaciones en HNF4a
causan MODY 1, diabetes mellitus caracterizada por su temprana aparicién y un defecto
en la secrecion de la insulina en respuesta a la estimulacién por parte de la glucosa en
las células P pancredticas (Nauck et al., 1998, Ryffel 2001).

En el cuadro siguiente, se resumen los procesos en los que interviene el factor HNF4a.

HNF40 esta relacionado con:
* Desarrollo y funcionamiento del higado
* Mantenimiento de la morfologia del epitelio
» Diferenciaciéon y mantenimiento de la diferenciacion (EMT,
genes mesenquimales y genes epiteliales)
* Regulacion del ciclo celular
* Apoptosis
* Metabolismo de la glucosa, aminoécidos, lipidos y xenobidticos
» Sintesis de componentes de coagulacion
*  Progresién tumoral (HCC)
*  Motilidad
* Se considera un supresor de tumores

¢ Diabetes
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1.2.3. El factor nuclear hepatico 6o (HNF6a)

El factor nuclear hepatico 6a (HNF6a) también se le conoce como HNF6. En humanos
el gen HNF6o se encuentra en el cromosoma 15, en la regién 15g21.3, constando de
32.857 pb y dando lugar a una proteina de 465 aminoacidos. HNF6a pertenece a la
familia ONECUT vy se trata de un factor de transcripcion que se une al DNA en forma
de monémero (Wang et al., 2012).

Durante el desarrollo se expresa en higado, pancreas, piel, testiculos, sistema nervioso e
intestino, jugando un papel importante en el desarrollo de estos 6rganos. En cambio, en
el organismo adulto, su expresion queda limitada al higado y al pancreas (Landry et al.,
1997, Wang et al., 2012).

En el higado, durante las primeras fases de su desarrollo, se encuentran altos niveles de
expresion de HNF6a, que luego disminuyen, volviéndose casi indetectables. Sin
embargo, su expresion vuelve a recuperarse justo en los ultimos estadios del desarrollo
del higado. Es por esto que se considera que HNF6a juega un papel importante en los
primeros estadios del desarrollo del higado, asi como en el control de los tltimos pasos
de diferenciacion del fenotipo adulto (Landry et al., 1997).

Respecto a la importancia de este factor, se ha observado que los ratones deficientes en
HNF6a presentan una funcion alterada del higado y del pancreas, y unos niveles de
glucosa en sangre altos. Esto confirma que HNF6a es un factor clave en la
diferenciacion de las células epiteliales del higado y de las células endocrinas en el
pancreas (Lannoy et al., 2002, Abelev et al., 2006).

En el higado, HNF6a regula la expresion de como minimo de 227 genes. A través de la
regulacion de sus genes diana HNF6a estd involucrado en el metabolismo de la glucosa
(activa la glucosa-6-fosfatasa, los transportadores de la glucosa y la glucoquinasa) y del
colesterol, asi como en la biosintesis y transporte de 4cido biliar, en la sintesis de
proteinas del suero, en la diferenciacion y la regeneracion del higado, al tiempo que
participa en la regulacion del ciclo celular (estimula la proliferacion), en la respuesta
inflamatoria y en la migracién celular (Lannoy et al., 2002, Lemaigre et al., 2004, Tan
et al., 2006, Wang et al., 2012).

Como genes diana tiene a HNFla, HNF4o y FOXMI, aunque también actia
controlando su propia expresion y, como hemos mencionado anteriormente, HNF4a
participa asimismo en la regulaciéon de HNF6a. Por tanto, junto con los otros factores
transcripcionales, HNF6a opera coordinadamente en la red de regulacion de los

hepatocitos (Landry et al., 1997, Odom et al., 2004).
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Ademads de su funcién como factor de transcripcion, HNF6o actia antagonizando los
glucocorticoides al unirse a sus receptores. A través de este mecanismo, alteraciones en
la expresion de HNF60 pueden afectar a la respuesta inmune e inflamatoria, asi como al
metabolismo de la glucosa, de las proteinas y de los lipidos (Wang et al., 2012). Aunque
no hay mucha informacién acerca del papel que juega HNF6a en el proceso tumoral, se
ha descrito que HNF6a inhibe la metéstasis del cancer de colon (Wang et al., 2012). Por
lo que respecta a su relacion con el proceso diabético, al igual que sucedia con HNFla y
HNF4a, el factor HNF6a también se ha encontrado asociado con MODY y con la
diabetes tipo II (Moller et al., 1999, Lannoy et al., 2002, Tweedie et al., 2006).

En el siguiente cuadro se resumen los procesos en los que estd implicado el HNF6a.

HNFo6a esta relacionado con:
* Desarrollo y funcionamiento del higado
* Diferenciacién
*  Metabolismo de la glucosa y colesterol
* Biosintesis y transporte del dcido biliar
* Regulacioén del ciclo celular
* Sintesis de proteinas del suero
* Regeneracion
* Respuesta inflamatoria
*  Motilidad
* Inhibe la metastasis (colén)
* Antagoniza receptores de glucocorticoides

¢ Diabetes

1.2.4. El factor PXR (Receptor X pregnane)

El receptor X pregnane (PXR) también se le conoce como BXR, PAR, PRR. SAR, SXR
y PARI1. En humanos el gen PXR se encuentra localizado en el cromosoma 3, en la
regiéon 3ql12-q13.3, constando de 38.002 pb y dando lugar a una proteina de 434
aminodcidos. PXR pertenece a la superfamilia de receptores hormonales nucleares y se
une al DNA en forma de heterodimero, junto con el receptor X retinoico (RXR),

ejerciendo como factor transcripcional (Ihunnah et al., 2011).
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Aunque PXR se expresa principalmente en higado, intestino y rifién, también se expresa
(pero con niveles mds bajos) en dutero, ovario, placenta, mama, en la barrera
hematoencefdlica y en ciertas regiones del cerebro, corazén, glandulas adrenales y
médula 6sea (Gao et al., 2010).

En el higado PXR regula la expresion de genes especificos y participa en el red de
interacciones de factores de transcripcion en los hepatocitos, donde actia inhibiendo el
factor HNF4a (Gao et al., 2010). Ademads de estas funciones, también juega un papel
fundamental en el metabolismo de los xenobidticos a través de la induccién de enzimas
que participan tanto en la fase I (citocromo P-450) como en la fase II de metabolizacién,
asi como en la expresion de transportadores (transportadores ABC) (Ihunnah et al.,
2011).

Ademads de su papel en la metabolizacion de los xenobidticos, PXR juega un papel
importante en el metabolismo energético; participando en el control del metabolismo de
la glucosa (inhibe la gluconeogénesis), de los lipidos (lipogénesis) y de la vitamina D.
Sus genes diana estdn también involucrados en la homeostasis hormonal de esteroides,
en procesos inflamatorios (inhibicién), en el control del ciclo celular (inhibe la
proliferacion), en la regeneracion y en la apoptosis (inhibicién) (Ouyang et al., 2010,
Thunnah et al., 2011, Zhuang et al., 2011).

PXR también estd involucrado en el proceso de carcinogénesis, previniendo el dafio en
el DNA inducido por carcinégenos, y actuando sobre la progresion tumoral. Su efecto
en la supresion del crecimiento tumoral se debe principalmente a su capacidad de
regular el ciclo celular, por lo que se sugiere que posee una actividad supresora de
tumores, al igual que los factores HNFlo y HNF4a. Por otro lado, PXR podria jugar un
papel importante en el desarrollo de tumores resistentes a farmacos antitumorales
(Ouyang et al., 2010, Habano et al., 2011).

Por lo que respecta al posible papel del factor PXR en el proceso diabetogénico, no se
tienen aun evidencias claras respecto a si PXR puede jugar algtin papel en la diabetes
tipo II (Gao et al., 2010).

En la el cuadro siguiente se resumen los principales procesos en los que estd relacionado

el factor PXR.
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PXR esta relacionado con:
*  Metabolismo de xenobidticos, glucosa, lipidos
y vitamina D
* Homeostasis hormonal de esteroides
* Procesos inflamatorios
* Regulacion del ciclo celular
* Regeneraciéon
* Apoptosis
* Crecimiento y progresion tumoral
* Se considera un supresor de tumores

¢ Diabetes

1.2.5. El factor FOXM1 (Proteina cabeza de horquilla M1)

La proteina box forkhead (cabeza de horquilla) M1 (FOXM1) también se la conoce
como MPP2, TGT3, HFH11, HNF-3, INS-1, PIG29, FKHL16, FOXM1B, HFH-11,
TRIDENT y MPHOSPH2, pertenece a la familia de los factores de transcripcion
Forkhead. En humanos el gen FOXM1 se encuentra en el cromosoma 12, en la regién
12q13; posee 19.475 pb y da lugar a una proteina de 748 aminodcidos (Koo et al.,
2012).

A diferencia de lo que sucedia en los otros factores, la expresion de FOXMI1 se ve
limitada a las células en proliferacién, por lo que en los adultos tan sélo se activa en los
casos de regeneracion. Se trata, asi, de un factor clave en la regeneracioén del pulmon,
higado y pancreas (Raychaudhuri et al., 2011, Koo et al., 2012).

Ademais de su accion en los procesos regenerativos FOXM1, a través del control de sus
genes diana, participa en la regulacion de un amplio espectro de procesos bioldgicos
como la regulacién del ciclo celular (estimula la proliferacion), la reparacion del dafio
en el DNA, la homeostasis de tejidos, la apoptosis, la angiogénesis (al activar el VEGF),
la senescencia (la inhibe), la diferenciacion celular y la estabilidad cromosémica. Por lo
que respecta a su relacion con los otros factores, se ha visto que participa en la
regulacién de HNF6a (Frau et al., 2010, Wu et al., 2010b, Koo et al., 2012).

Por las funciones que regula, se considera que FOXMI juega un papel crucial en el
desarrollo, lo que se demuestra en ratones deficientes para este factor que mueren antes

de nacer, debido a anomalias en el higado, los pulmones y el corazén (Koo et al., 2012).
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En cuanto a su papel en el proceso tumoral, se ha detectado una expresioén elevada de
FOXMLI en el cancer de higado (HCC), de coldn, de rifién, de prostata, de vejiga, de
cerebro, de mama, de pulmén, de pancreas, de piel, de ovario y de boca, entre otros. De
esto se desprende que FOXMI1 juega un papel importante en la tumorigénesis y en la
progresion tumoral; de hecho, FOXM1 actia estimulando caracteristicas de células
madre, como la autorenovacion, la inmortalidad y la habilidad proliferativa. Ademas,
también actia estimulando la transiciéon EMT, la migracién celular y la metéstasis (Frau
et al., 2010, Wu et al., 2010b, Raychaudhuri et al., 2011, Koo et al., 2012).

Respecto al mecanismo mediante el cual FOXM1 incide en la invasiéon tumoral y en la
metéstasis, se ha visto que FOXMI, actia estimulando la expresion de las
metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9), proteinas que actdan degradando la matriz
extracelular y que se considera que estan implicadas en la invasion tumoral y metéstasis
(Abelev et al., 2006, Wu et al., 2010b). Este efecto se ha observado en células tumorales
de pancreas a las que se ha inactivado FOXM]I, detectindose una disminucién de la
expresion de MMP-2 y MMP-9 acompafiada de una disminucion de la invasividad y
metastasis (Wu et al., 2010b, Raychaudhuri et al., 2011, Koo et al., 2012).

Por lo que hace referencia al posible papel del factor FOXMI1 en el proceso
diabetogénico, no hemos podido encontrar ningin trabajo que relacione ambos
aspectos.

En el cuadro siguiente se resumen los principales procesos en los que el factor FOXM1

se ha relacionado.

FOXM1 esta relacionado con:
* Desarrollo del higado
* Regulacion del ciclo celular
* Regeneraciéon
* Reparacion del dafio en el DNA
* Estabilidad cromosémica
* Apoptosis
* Diferenciacion (EMT)
* Progresion tumoral
* Invasividad y metastasis (MMP-2 y MMP-9)
* Motilidad
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1.3. Indicadores utilizados para evaluar procesos tumorales

Como hemos visto hasta al momento, tanto el arsénico como a los factores de
transcripcion se les ha asociado con el proceso de tumorigénesis. Por lo que cuando se
desarrollan estudios carcinogénicos es necesario utilizar todo un compendio de
indicadores/ensayos que nos permitan evaluar dichos procesos. Concretamente en esta
trabajo nos hemos centrado en el estudio de la desdiferenciacion, la remodealcion de la
matriz, asi como del papel que juegan las células madre cancerosas en los tumores y de

los marcadores que podemos utilizar para el estudio de todos estos procesos.

1.3.1. Desdiferenciacion 'y marcadores de diferenciacion hepatica:

ALDOB, PEPCK2 y Cypla

La desdiferenciacion es un evento clave en la patologia de todos los carcinomas, como
sucede en el carcinoma hepatocelular (HCC), proceso que se ha asociado con la
alteracion en la expresion de diversos factores de transcripcién enriquecidos en el
higado, como los estudiados en este trabajo (HNF1a, HNF4a, HNF6a, PXR y FOXM1)
(Li et al., 2000, Ishiyama et al., 2003, Abelev et al., 2006, Martinez-Jiménez et al.,
2006).

El papel que juega la desdiferenciacion en el proceso tumoral caracteriza su
comportamiento; asi, un tumor pobremente diferenciado sugiere un mal prondstico,
mientras que un tumor bien diferenciado sugiere un mejor prondstico (Sell 2004).

Para determinar el nivel de desdiferenciaciéon de un tumor, como es el caso de los
tumores hepaticos, existen una serie de marcadores de diferenciacion en los hepatocitos
como ALDOB, PEPCK2 y Cypla; asi, la disminucién en la expresion de estos
marcadores nos indica que estd teniendo lugar un proceso de desdiferenciacion de los

hepatocitos (Martinez-Jiménez et al., 2006, Ooe et al., 2006).
1.3.2. Transicion epitelio-mesénquima (EMT) y marcadores Slug y Snail

Ligado a los procesos de desdiferenciacion se encuentra la transicion epitelio-
mesénquima (EMT), que es el proceso por el cual las células polarizadas del epitelio
pierden su conexion célula-célula y adquieren caracteristicas mesenquimales de
motilidad e invasividad. El proceso reverso es la transicion mesénquima-epitelio
(MET). La dindmica del proceso EMT/MET es esencial para el desarrollo embrionario,

asi como para la regeneracion y la iniciaciéon de patologias como la fibrosis y la
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metastasis cancerosa (Abelev et al., 2006, Santangelo et al., 2011) (Figura 7). EMT
tiene lugar durante la progresion de varios carcinomas como el carcinoma hepatocelular
(HCC), jugando un papel importante en la diseminaciéon de los hepatocitos malignos

(van Zijl et al., 2009, Santangelo et al., 2011).
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Figura 7 Diagrama esquematico del proceso de transicion epitelio-
mesénquima (EMT) y mesénquima-epitelio (MET) en un tumor. El
proceso EMT durante la invasién tumoral se caracteriza por la pérdida de
adhesion célula-célula y de polaridad, lo que da lugar a un cambio en el
citoesqueleto y un aumento de la motilidad. Las células que previamente
han sufrido un EMT pueden readquirir su fenotipo epitelial a través del
proceso MET. EMT también puede tener un papel importante en la
metdstasis, al promover el paso de las células hacia el torrente sanguineo
(Peinado et al., 2007).

Los factores Snail (Snail) y Slug (Snai2) pertenecen a la familia Snai, que se encuentra
muy conservada a lo largo de la evolucién. Estos dos factores estdn involucrados en un
amplio espectro de funciones bioldgicas, incluyendo la diferenciacién celular, la
motilidad celular, la regulacién del ciclo celular y la apoptosis. Recientemente se ha
visto que ambos factores estdn implicados en la progresion de tumores via regulacion
(represion) de la E-caderina (Martin et al., 2005). La E-caderina es una molécula de
adhesion célula-célula dependiente de calcio, que se organiza en complejos caderina-
cadenina; complejos que son necesarios para el establecimiento del epitelio embrionario

y la homeostasis del epitelio adulto. La pérdida de la E-caderina tiene lugar en muchos
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carcinomas y se asocia con la invasividad tumoral (Peinado et al., 2007). En este
contexto Snail y Slug inducen parcialmente EMT a través de la inhibicion directa de la
transcripcion del gen de la E-caderina. Snail también actia como un punto integrador de
otros inductores de EMT, como son Wnt, TGF-3, Notch y estrégenos (Santangelo et al.,
2011).

Se ha visto que tanto el factor nuclear HNF4a como el HNFlo juegan un papel
importante en la transicion EMT al participar en el mantenimiento del fenotipo de los
hepatocitos diferenciados, estimulando MET. A la vez, inhiben la expresion de diversos
marcadores mesenquimales (vimentina y fibronectina) e inhiben la expresion de Snail y
Slug, reprimiendo asi la EMT (Pelletier et al., 2011, Santangelo et al., 2011). Se ha visto
como la restauracion de la expresion de HNF4a en células HCC revierte el fenotipo de
los hepatocitos, estableciendo la organizacién epitelial y reduciendo la proliferacion
celular, lo que indica que la pérdida de HNF4a es importante para la progresion de HCC
(van Zijl et al., 2009, Ning et al.,, 2010, Santangelo et al., 2011). También se ha
observado como HNF1a coopera con HNF4a inhibiendo la transicion EMT (Pelletier et
al., 2011).

Por otro lado, se ha visto como Snail aumenta la expresion de las MMP-2 y MMP-9,

que actian degradando la matriz extracelular (Peinado et al., 2007).
1.3.3. Remodelacion de la matriz celular y secrecion de MMP-2 y MMP-9

Uno de los marcadores mds utilizados en los ensayos de carcinogénesis es la
remodelacion de la matriz celular mediante el estudio de la secrecion de las
metaloproteinasas de la matriz celular (MMPs). Las MMPs son enzimas de actividad
proteolitica que actian remodelando la matriz celular durante la progresion tumoral. La
sobreproducciéon de MMPs es un factor importante en los procesos de invasién y
metéstasis, debido a que destruyen las barreras de diseminacién de las células tumorales
hacia otros territorios. También juegan un papel importante en la transdiferenciacion
epitelio-mesénquima. Por lo tanto, una manera de cuantificar la agresividad de un tumor

es valorando la actividad de las metaloproteinasas (Abelev et al., 2006, Liu et al., 2012).
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1.3.4. Marcadores de células madre cancerosas (CD90 y CDI133) y de
pluripotencia (Oct3/4, c-Myc, Lin28 y Notch2)

Las células madre (SC, stem cells) se definen como células que tienen la habilidad de
perpetuarse a través de la auto-renovacién y de generar células maduras de un tejido
determinado a través de la diferenciacién. Aunque no son muy abundantes, casi todos
los tejidos y 6rganos, contienen poblaciones pequeiias de SCs (Hughes et al., 2011),
Reya, 2001),

En los dltimos afios han incrementado las evidencias que dan soporte a la idea de que
los tumores estdn organizados en poblaciones heterogéneas de células con diferentes
propiedades bioldgicas y que la capacidad de formacién, crecimiento y progresion del
tumor recae en una porcion pequefia de células, que son las denominadas células madre
cancerosas (CSCs). Estas células presentan propiedades de las células madre, como la
habilidad de autoperpetuarse y la de generar células maduras heterogéneas a través de la
diferenciacion, aunque de forma aberrante, generando la gran heterogeneidad de células
existentes en los tumores (Ma et al., 2007, Shankar et al., 2011, Tokar et al., 2011).

La existencia de las CSC fue inicialmente descubierta en la leucemia mieloide aguda,
aunque luego se han encontrado en una gran variedad de tumores sélidos como el de
mama, de higado, de cerebro, géstrico, de pulmén, de prostata, de pancreas y de colon
(Reya et al., 2001, Ma et al., 2007).

Las CSCs, al igual que las SC, se pueden identificar mediante diferentes marcadores de
membrana como el CD133 y el CD90, asi como marcadores de pluripotencia como
Oct3/4, c-Myc, Lin28 y Notch2 (Tokar et al., 2010, Liu et al., 2011, Shankar et al.,
2011, Xue et al., 2012). El origen de las CSCs es complejo ya que pueden provenir
tanto de SCs, como de células en proceso de diferenciacién o de células maduras, en el
que podrian tener un papel importante la transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Figura
8) (Bomken et al., 2010, Roy et al., 2011).

Las terapias que existen contra la mayoria de canceres se centran en atacar la gran masa
de células del tumor. Y aunque estas terapias son capaces de disminuir la medida del
tumor inicial, acostumbran a fallar en la erradicacion del céncer, todo y que se consigue
alargar la vida de los pacientes. Crear farmacos contra las CSCs podria aumentar el
éxito, prevenir las recaidas y incluso curar los tumores con metéstasis (Figura 8) (Reya

et al., 2001, Ma et al., 2007, Bomken et al., 2010).
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Figura 8 Formacion de las células madre
tumorales (CSCs). Numerosos factores
ambientales pueden conducir a la formacién
de las CSCs a partir de las SCs y/o de células
progenitoras. Las SCs tienen la habilidad de
autorenovarse y diferenciarse en células
progenitoras, que de forma sucesiva se
diferencian en varios tipos celulares
maduros. Las CSCs pueden originarse
debido a eventos genéticos o epigenéticos a
partir de las SCs o de las células
progenitoras. Las CSCs también tienen la
habilidad de  autorenovarse 'y de
diferenciarse, dando lugar a una poblacién de
células tumorales heterogénea (Tokar et al.,
2011).

El interés de las SC en este contexto se debe a que se ha visto que los compuestos de

arsénico afectan a la dindmica y diferenciacion de las SC. Asi, la exposicion crénica a

arsénico in vivo puede transformar directamente las SCs epiteliales de préstata en CSC

(Tokar et al., 2011). Una manera de confirmar este resultado in vitro, y de manera

sencilla, es utilizar la linea celular hepatica, HepG2, ya que se conoce que

aproximadamente un 8% de su poblacién celular son CSCs (Ma et al., 2007). Por tanto,

el estudio del efecto del arsénico en esta proporcioén de células tras el tratamiento con

arsénico es de gran interés y utilidad, tanto en el estudio del efecto del éste como agente

cancerigeno como en su uso como anti-cancerigeno.
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Objetivos

Como ha quedado reflejado en la Introduccién de esta Tesis, hay regiones del mundo en
las que en el ambiente se encuentran niveles de arsénico inorgdnico perjudiciales para la
salud. Entre los efectos perjudiciales de este agente se encuentra un aumento en la
incidencia de diferentes tipos de cdncer, como el cancer de higado, asi como otras
patologias entre las que podemos destacar la diabetes. A pesar del gran interés
despertado por el conocimiento de los mecanismos involucrados en los efectos del
arsénico, ain quedan por determinar multiples aspectos relacionados con dichos
mecanismos.

Por lo tanto, el principal objetivo de este trabajo es aportar informacién sobre los
mecanismos de accion del arsénico con el fin de progresar en su entendimiento.

Con la finalidad de conseguir nuestro objetivo principal hemos planteado toda una serie

de subobjetivos especificos, como:

1. Determinar si la linea celular HepG2 es un buen modelo para el estudio de los

mecanismos de accion del arsénico.

2. Determinar si la expresiéon de los factores nucleares HNFla, HNF4a, HNF6a,
FOXMI1 y PXR se ve alterada en la linea celular HepG2 en respuesta a una

exposicion aguda al arsénico inorgénico.

3. Determinar si la expresion de los factores nucleares clave, HNF1la, HNF4a, se ve
alterada en la linea celular HepG2 en respuesta a dosis de arsénico consideradas

medioambientalmente relevantes.

4. Determinar si la exposicion de los factores clave, HNFlo, HNF4a, también se ve
alterada in vivo en respuesta a una exposicion al arsénico medioambientalmente

relevante.

5. Determinar si, como consecuencia de la exposicion crénica al arsénico y del efecto
de éste sobre la exposicion de los HNFs, la linea celular HepG2 muestra alteraciones

en el estado de diferenciacion celular.

6. Determinar si, como consecuencia de la exposicion crénica al arsénico y del efecto
de éste sobre la exposicion de los HNFs, la linea celular HepG2 muestra alteraciones

del metabolismo de la glucosa.
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Materiales y Métodos

3.1. Lalinea HepG2

La linea celular utilizada en este trabajo ha sido la HepG2. Se trata de una linea celular
hepatica humana que proviene de un carcinoma hepatocelular de un varén americano
caucdsico de quince afios. Esta linea celular crece en monocapa, formando pequefios
agregados, y tienen un cariotipo hiperdiploide con 55 cromosomas. Las HepG2 secretan
la mayoria de proteinas plasmaticas: albimina, o,-macroglobulina, fibrinégeno, etc, y
su implantacién en ratones inmunocomprometidos no desarrolla tumores. Esta linea nos
fue facilitada por la Dra. Isabel Vazquez Baanante del Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad de Barcelona (UB).

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de esta linea celular consta de:
medio MEM GlutaMax (Medio Minimo Esencial, Life Tecnologies, NY, USA)
complementado con 0,1 mM de aminoédcidos no esenciales (NEAA), 2 mM de L-
glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato sédico, 1 mM de piruvato sédico, 10% FBS (PAA
Laboratories, Pasching, Austria) y 1% de plasmocin (InvivoGen, CA, USA). Las
condiciones de mantenimiento de los cultivos han sido de 37 °C con una atmdsfera del

5% de CO,.

3.2. Andlisis de la cinética de crecimiento de las HepG2, mediante la
realizacion de una curva de crecimiento

Con el fin de conocer la velocidad de crecimiento de las HepG2, y asi poder disefar los
distintos experimentos de esta Tesis, se ha llevado a cabo un andlisis de la cinética de
crecimiento de las HepG2 mediante la realizacion de una curva de crecimiento. Para
ello se sembraron 100.000 células por pocillo, en placas de 6 pocillos, con un volumen
de 2,5 mL de medio por cada pocillo. Cada 24 horas, hasta las 120 horas, se
tripsinizaron los cultivos y se contaron las células del pocillo correspondiente utilizando
un contador automdtico (Beckman Coulter, CA, USA). Los experimentos para el

estudio de la cinética de crecimiento se hicieron por triplicado.

3.3. Ensayos de viabilidad usando diferentes métodos

En esta Tesis el ensayo de viabilidad estdndar ha consistido en el recuento de las células
vivas tras su exposicion a diferentes concentraciones de arsenito sodico. Este ensayo se
ha usado para tres finalidades, (1) para conocer qué concentraciones de arsenito sédico

son subtéxicas para la linea celular HepG2, (2) para estudiar si las células HepG2 se
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adaptan a la exposicion del arsenito sédico cuando éstas se han expuesto previamente a
concentraciones subtdxicas de forma prolongada y (3) para estudiar el efecto en la
viabilidad de la re-expresion del factor HNF4a en las células HepG2 tratadas con
arsenito sodico.

Dado que existen diversas maneras de medir las células vivas tras un tratamiento, en
este trabajo hemos utilizado diversas aproximaciones. Sin embargo, independiente del
método utilizado para llevar a cabo el ensayo de viabilidad, el arsenito sédico siempre
se preparé disolviéndolo con PBS y ajustando el pH con HCI hasta 7,4. La cantidad de
arsenito sddico afiadido al medio nunca super6 el 1%.

Los primeros ensayos de viabilidad se hicieron usando el sistema “Cell Proliferation Kit
II (XTT)” (Roche, Basel, Suiza). Este sistema se basa en la metabolizacion del
compuesto XTT [2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5sulfonil)-2H-tetrazolio-5-carboxianilida]
por la accién de las deshidrogenasas mitocondriales. Fruto de esta metabolizacion es la
aparicion de cristales de formazan, que se pueden medir por espectrometria, asumiendo
que la cantidad presente es directamente proporcional a la cantidad de células vivas. El
protocolo seguido para la realizacion del ensayo de viabilidad con XTT fue el
recomendado por el fabricante (Roche, Basel, Suiza).

Para la realizacion de este ensayo las células HepG2 se sembraron en placas de 96
pocillos, colocando 2.000 células en cada pocillo con un volumen final de 100 uL de
medio. Las células se incubaron durante 24 horas a 37 °C en una atmosfera con 5% de
CO,. Pasadas las 24 horas se remplaz6 el medio de cultivo por medio con arsenito
sdédico (Sigma-Aldrich, MO, USA), incubdndose las células durante 24 6 48 horas. Las
concentraciones usadas de arsenito sédico fueron 0, 5, 10, 20, 80 y 100 uM. Al cabo de
20 6 42 h de incubacién se afiadié el reactivo XTT y la incubacién dur6 4 h mas,
completando asi las 24 6 48 horas de tratamiento agudo. La cantidad de formazin
producido se calculé usando un lector de placas de ELISA, el Sunrisereader con el
software XFluor (Tecan, Ménnedorf, Suiza).

Frente a la posibilidad de que el arsénico pudiera tener algin efecto toxico sobre las
mitocondrias y por lo tanto alterara los resultados de viabilidad realizados, se decidid
repetir el experimento de viabilidad, pero esta vez llevando a cabo el conteo de las
células “vivas”. En este caso las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pocillos,
ubicando 250.000 células por pocillo con un volumen final de 2 mL de medio. Las
cé€lulas se incubaron durante 24 horas a 37 °C en una atmosfera del 5% de CO,. Pasadas

las 24 horas se remplazé el medio de las HepG2 con medio con arsenito sédico y se
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incubaron las células durante 24 6 48 horas. Las concentraciones usadas de arsenito
sddico fueron las mismas que en el experimento anterior (0, 5, 10, 20, 40, 80 y 100
uM). Tras la incubacion de 24 6 48 horas, se elimin6 el medio y las células se lavaron
dos veces con 1 mL de PBS (con el fin de eliminar las células muertas). A continuacién
se afiadieron 500 pL de tripsina al 1x (PAA Laboratories, Pasching, Austria), la cual se
inactivo al cabo de 3 minutos afiadiendo 1 mL de inactivador (PBS + 2% de FBS). El
numero de células se calculdé usando el contador automatico (Beckman Coulter, CA,
USA) anadiendo un volumen de 100 uL. de la muestra en una cubeta con 10 mL de
isoton (Beckman Coulter, CA, USA). Una vez contadas todas las muestras se calculé el
tanto por ciento de células de los diferentes tratamientos respecto al control (0 uM de
arsenito sodico). Los ensayos de viabilidad se realizaron por triplicado.

El tercer tipo de experimento de viabilidad se llevé a cabo durante mi estancia en el
Karolinska Institute. Este ensayo se llevd a cabo con el sistema NucleoCounter
(Chemometec, Allerod, Denmark), el cual permite calcular tanto el nimero de células
viables como de no viables. Para ello, el tratamiento de las células HepG2 se hizo
exactamente de la misma forma que en el método anterior, en placas de 6 pocillos. Para
realizar el ensayo de viabilidad con este sistema primero se cuentan las células totales y
después las células muertas, pudiendo calcular asi las células viables de cada muestra
como la diferencia entre ambos valores. Para el cdlculo de las células muertas lo que se
hace es introducir parte de la muestra en los casetes, que contienen yoduro de propidio
(PI), de forma que se tefirdn s6lo los nicleos de las células muertas. En cambio para el
calculo de las células totales se realiza un paso previo de lisis, de forma que ahora todos

los nucleos se tifien con el PI, tal y como podemos ver en el esquema de la Figura 9.
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Figura 9 Funcionamiento del
sistema NucleoCounter. En la
figura de la izquierda, el PI sélo
tiie el nidcleo de las células
muertas, permitiendo conocer
tUnicamente el ndmero de células
muertas de cada muestra. En
cambio en la figura de la derecha,
las células son previamente
lisadas, por lo que el PI tifie todos
los nicleos presentes, obteniendo
asi el numero total de células de
cada muestra. Al restar de las
células totales las células muertas,
se obtiene el numero de células
viables.

El RNA total de las muestras se extrajo utilizando el kit Trizol Reagent (Life

Technologies, CA, USA), siguiendo las instrucciones y recomendaciones dadas por el

fabricante. El trizol reagent es una solucién que facilita el aislamiento del RNA

manteniendo su integridad.

El primer paso para extraer el RNA de las células es lisarlas al afiadir el trizol, seguido

por la separacion de fases con cloroformo, precipitaciéon del RNA con isopropanol al

100%, lavado del RNA con etanol al 75%, y secado e hidrataciéon con 20 uL de agua

libre de RNasas. La cantidad de RNA extraido se midi6 con el NanoDrop 100
(Thermoscientific, DE, USA) siendo ésta de alrededor de 2000 ng/uL.

Con el fin de eliminar la posible contaminacién con DNA genémico de las muestras de

RNA, 11 pg de RNA se trataron con Turbo DNA-free kit (Ambion, TX, USA), lo que

nos permitird estar seguros, cuando se realice una RT-PCR o una PCR a Tiempo Real,

de que se estd amplificando el RNA y no el DNA gendmico.
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3.5. Andlisis de la expresion, a nivel del mensajero, mediante RT-PCR en
dos pasos

Para el estudio de la expresion en las células HepG2, de un conjunto seleccionado de

genes, se hizo una RT-PCR en dos pasos. En la Tabla 3 se encuentran los cebadores de

los genes estudiados, junto con la temperatura de fusién (Tm) y el tamafio del producto

amplificado.

Tabla 3 Cebadores disefiados para el estudio de la expresion de un conjunto de genes mediante RT-
PCR.

Genes Secuencia Longitud (pb) Tm (°C)

AS3MT (directo) 5-GGAGAGAAGTTGCCAACATC-3’

201 57
AS3MT (reverso) 5 -TGTCAGACTCTTCTGCAAGC-3’
HMOX (directo) 5’CTCAAACCTCCAAAAGCC-3’

220 59
HMOX (reverso) 5’-TCAAAAACCACCCCAACCC-3’
MTIA (directo) 5’-CTCGAAATGGACCCCAACT-3’

214 59
MTIA (reverso) 5’-ATATCTTCGAGCAGGGCTGTC-3’
AQP3 (directo) 5’-TGACCAGTTCATAGGCACAG-3’

305 57
AQP3 (reverso) 5’-TCAGCTGGTACACGAAGACA-3’
AQP7 (directo) 5’-GGAAGATGGTGCGAGAGTTC-3’

327 57
AQP7 (reverso) 5’-AGTGGAGAATGGCCGTGTAG-3’
AQP9 (directo) 5’-CAAGCACAGTCGTTGAT-3’

371 55
AQP9 (reverso) 5’-AGTTCCCGCTATGCTAC-3’
GLUTI (directo) 5-TCCACGAGCATCTTCGAGA-3’

393 57
GLUTI (reverso) 5-ATACTGGAAGCACATGCCC-3’
GLUT? (directo) 5 -CACTGATGCTGCATGTGGC-3’

522 57
GLUT2 (reverso) 5 -ATGTGAACAGGGTAAAGGCC-3’
GLUTS3 (directo) 5 -TTCAAGAGCCCATCTATGCC-3’ 457 57
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GLUT3 (reverso) 5 -GGTCTCAGGGACTTTGAAGA-3’

MRPI (directo) 5’-CATGAAGGCCATCGGACTCT-3’

259 59
MRPI (reverso) 5’-CAGGTCCACGTGCAGACA-3’
MRP?2 (directo) 5’-ACAGAGGCTGGTGGCAACC -3’

227 59
MRP?2 (reverso) 5’-ACCATTACCTTGTCACTGTCCATGA-3’
p-actina (directo) 5-GATGCAGAAGGAGATCACTG-3’

157 57-62

f-actina (reverso) 5 -ACTCGTCATACTCCTGCTTG-3'

La RT-PCR consiste en dos pasos, una retrotranscripcion (RT) en la que se sintetiza
cDNA a partir de mRNA, seguida de una PCR proceso en el que se amplifican las
copias del cDNA sintetizado previamente. En los dos pasos se usaron los cebadores
especificos del gen de interés. La RT se hizo a partir del RNA extraido y tratado con
DNasa con “Omniscript Reverse Transcription” (Qiagen, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante, obteniendo asi el cDNA. Seguidamente con este cDNA se
realiz6 una PCR con “DFS-Taq DNA Polymerase” (Bioron, Ludwigshafen, Alemania)
siguiendo también las instrucciones del fabricante.

Finalmente se comprobd la expresion de los distintos genes estudiados en un gel de
agarosa al 1,5% utilizando un voltaje de 120V, a partir del producto amplificado de la

PCR.

3.6. Preparacion de las concentraciones de arsénico y tratamiento de las

células HepG2

El compuesto de arsénico utilizado ha sido el arsenito de sodio (Sigma-Aldrich, MO,
USA). A partir de este compuesto en polvo se prepard una solucién stock de 10 mM con
PBS, a la que se le ajust6 el pH a 7,4 con HCI. Una vez ajustado el pH se filtr6 con
filtros de 22 micras, se hicieron alicuotas y se congelaron a -20 °C hasta su uso. Una vez
descongeladas las alicuotas se guardan a 4 °C no mas de 10 dias. A partir de la solucién
stock se afiade el volumen requerido de medio para obtener la concentracion deseada.

Se han hecho dos tipos de exposiciones una de corta duracién (24 6 48 horas) y otra de

larga duracién (1-18 semanas).
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En el primer caso las células se cultivaron en placas de 6 pocillos y, después de 24 horas
de incubacién, se les elimind el medio con el que se encontraban creciendo (sin
arsénico), se lavaron con PBS y se les afiadi6 el medio con arsénico, manteniéndose en
estas condiciones durante 24 ¢ 48 horas. Los tratamientos se hicieron por triplicado y
una vez terminado el tratamiento se colectd el material necesario (RNA y proteinas)

para realizar los experimentos pertinentes.

Control 5 uM As 10 uM As Figura 10 Método para la
exposicion de larga duracién

de las células HepG2 al
arsenito sédico. Se trabaj6 con 3
placas de células controles, 3 de

Semana 1 células expuestas a 5 uM y 3 de
células expuestas a 10 uM a lo
largo del tiempo (semanas). De
esta forma se pueden comparar
las células expuestas con las
células controles de la misma
semana de exposicion.

Semana 17

En el caso de los tratamientos de larga duracidn las células se trataron en placas de 75
cm’ y, antes de llegar a la confluencia (una vez por semana), se tripsinizaron y se
sembraron en nuevas placas de 75 cm’. A lo largo de la semana el medio de las células
con el tratamiento se cambid dos veces, renovando de esta forma el medio y el arsénico.
El protocolo utilizado supuso utilizar 3 frascos de 75 cm’ para las células controles, 3
para las células expuestas a 5 uM de arsénico y 3 para las expuestas a 10 uM de
arsénico, como se puede observar en la Figura 10. De esta manera para cada semana de
tratamiento teniamos las células expuestas con su respectivo control de la misma

s€émana.
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3.7. Exposicion prolongada in vivo de arsénico

Un grupo de hamsteres Golden Syrian (5-6 semanas, = 100 g) fueron mantenidos en las
instalaciones estabularias de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Los
animales expuestos a arsénico (n=11) recibieron agua ad libitum con 15 mg de iAs/L
(pH = 7,5, preparada de nuevo cada 2 dias) durante 18 semanas. Los animales control
(n=5) se mantuvieron bajo las mismas condiciones y recibieron la misma agua de beber,
excepto por el contenido de arsénico. Tras las 18 semanas de exposicion los higados de
todos los animales utilizados fueron separados y congelados a -80°C, para el posterior

anlisis de expresion. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la UAB.

3.8. Andlisis de las especies de arsénico presentes en las células y en el
medio, tras la exposicion de las células HepG2 a arsenito sodico

Conocer la capacidad de metabolizar el arsénico es bdsico a la hora de utilizar una
determinada linea celular, dada la diferente toxicidad de los distintos metabolitos que se
pueden formar durante el proceso de metabolizacion. Para ello, las células se sembraron
en placas de 6 pocillos durante 24 horas, y luego el medio se remplazé con medio
complementado con 5 uM de arsenito sodico. Pasadas 24 horas mds de incubacion, el
medio y la mono-capa de células se colectaron en criotubos y se congelaron
directamente en nitrégeno liquido. Para llevar a cabo el anélisis quimico de especiacion
las muestras se enviaron a México (laboratorio de la Dra. Adriana Sampayo en
Monterrey), donde antes de llevar a cabo el andlisis de especiaciéon quimico las células
se lisaron en hielo durante 10 min con un tamp6n de lisis [10 mM Tris (pH 7,4), 10 mM
EDTA (pH 8,0) y 0,5% Triton X-100].

Las distintas especies de arsénico se valoraron mediante HPLC-ICP-MS (High
Performance Liquid Chromatography con Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry). Con este método se midieron los niveles de las siguientes especies de

arsénico: As'", AsY, MMA™ MMA", DMA".

3.9. Analisis del ciclo celular y de la apoptosis

Variaciones en el ciclo celular e induccion de apoptosis son pardmetros asociadas con la
toxicidad de un tratamiento. Para evaluar alteraciones en el ciclo celular se utiliz6 la
citometria de flujo, que nos permite medir la cantidad de DNA en cada célula. Para ello
las células se sembraron en placas de 6 pocillos y después de 24 horas de incubacion el

medio se remplazé con medio con diferentes concentraciones de arsenito sédico (0, 0,5,
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2,5y 10 uM) y se incubaron durante 24 6 48 horas. Las células se fijaron con etanol al
70%, y una vez fijadas se elimind el etanol, se resuspendieron en 500 puL de una
solucién de PBS + yoduro de propidio (PI) [40 ug/mL] (Life Technologies, CA, USA),
a la que se afiadieron 0,1 mg/mL de RNasa (Life Technologies, CA, USA) y se
incubaron a 37 °C durante 30 min. Pasado este tiempo las células se mantienen en hielo
hasta analizarse en el citometro de flujo. Para este andlisis se ha utilizado el modelo BD
FACScalibur (Becton Dickisnon, NJ, USA) del Servicio de Citometria de la UAB.
Como control positivo se usé la mitomicina C (CsH;gN4Os) (MMC) (Sigma-Aldrich,
MO, USA). La fluorescencia del PI se midié mediante la excitacién con el ldser azul de

488 nm y emision en el canal FL2 de 585/42 nm (Figura 11).

A)

Ll

Figura 11 Excitacion y emision del yoduro de propidio (PI) y de la
fluoresceina. (A) Excitacién del IP a 488 nm y emisién a 586/42 nm. (B)
Excitacién de la fluoresceina a 488 nm y emisién a 530/30 nm.

La cuantificacion de la fluorescencia nos permite diferenciar las células con contenido

2n (fase G1), 4n (fase G2) o intermedio (fase S) (Figura 12). El porcentaje de células en

cada fase se calcula utilizando el software FlowJo (TreeStar, CA, USA).

53



Materiales y Métodos

9]

Figura 12 La cuantificacion de Ila
fluorescencia nos permite diferenciar las
células con contenido 2n (fase G0/G1), 4n
(fase G2/M) o intermedio (fase S). Los
niveles de fluorescencia presentes en las
células estdn relacionados con la cantidad de
DNA que éstas presentan, de forma que las
células que se encuentran en la fase GO/G1
presentan menos florescencia que las que se
encuentran en la fase S y éstas menos que las
que se encuentran en la fase (G2/M). La
fluorescencia de estas tltimas es el doble de
las que se encuentran en la fase GO/GI1. En la

LFrvenros (eclulas)
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2 bl grafica se representa la fluorescencia respecto
A —— a los eventos.

Flueveacencia (i)
La induccién de apoptosis se analizé usando el kit “Annexin-V-FLUOS Staining Kit”
(Roche, Basel, Suiza), que permite detectar las células en apoptosis al detectar la
presencia en la parte externa de la membrana celular de la fosfatidilserina (PS).
Normalmente la PS se encuentra en la parte interna de la membrana celular, pero al
producirse una alteracién de la membrana celular durante los primeros estadios de la

apoptosis ésta se trasloca hacia la membrana externa (Figura 13).

s
il fi
%@éﬁ% j

Figura 13. Representacion de la
localizacion de la fosfatidilsereina (PS). En
las células normales las PSs se encuentran en
la parte interna de la membrana plasmadtica,
pero en las células apoptéticas tiene lugar la
translocacién de las PS, permitiendo a la
Annexin V unirse a la PS (Roche, Basel,
Suiza).

Cytoplasmic

v

Normal cell Apoptotic cell

Con el fin de diferenciar las células apoptéticas de las necréticas, las células se tifien
también con PI (Tabla 4). La preparacion de las células para el estudio de la apoptosis
se hizo siguiendo las indicaciones del fabricante. Para este andlisis se ha utilizado el
modelo BD FACScalibur (Becton Dickisnon, NJ, USA) del Servicio de Citometria de la
UAB y como control positivo se usé la camptotecina (CPT) (Sigma-Aldrich, MO,
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USA). Se medi¢ la fluorescencia del PI y de la fluoresceina, mediante la excitacidén con
el laser azul a 488 nm y la emision en el canal FL2 de 585/42 nm para el PI y el canal
FL1 de 530/30 nm para la fluoresceina (Figura 11). El porcentaje de células apoptdticas
se calculé utilizando el software FlowJo (TreeStar, CA, USA). En la Tabla 4 se indica

como se detectan los distintos efectos utilizado esta metodologia.

Tabla 4 Diferenciacion de las células normales, apoptodticas y necréticas utilizando el Annexin-V-
FLUOS Staining Kit (Roche). Las células normales no se tefiirdn ni con annexina ni con PI. Las
apoptéticas solo se tefiirdn con la annexina, no con el PI ya que el nicleo se encuentra protegido dentro
de las células. Las células necrdticas presentaran los dos tipos de tincién, ya que presentan expuestos al
exterior tanto las fosfatidilserina como el niicleo.

Células normales Células apoptoticas Células necroticas
Annexina-V - + +
PI - - +

3.10.Sintesis de cDNA

La RT se realizé utilizado el kit “Transcriptor first strand cDNA synthesis” (Roche,
Basel, Suiza). Para ello se parti6 de una concentracion de 1 pg de RNA y la reaccién se
realiz6 utilizanso los pardmetros recomendados por el fabricante, usando como
cebadores hexdmeros al azar. Del producto resultante de la reaccion se utilizaron 2 puL
de cDNA para llevar a cabo la reaccion de PCR a Tiempo Real, tal y como aconseja el

fabricante.

3.11.Andlisis de la expresion a nivel del mensajero, mediante la PCR a
Tiempo Real

Para la amplificacion mediante PCR a Tiempo Real se disefiaron los cebadores de un
conjunto de genes, descritos en la Tabla 5. La PCR a Tiempo Real se realizé mediante
el sistema “LightCycler® 480 con placas de 96 pocillos. Para la preparacion de las
muestras se utilizé el Kit “LightCycler 480 SYBR Green I Master” (Roche, Basel,
Suiza), siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta técnica nos permite cuantificar la
cantidad de hebras de DNA de doble cadena a tiempo real al medir la sefial fluorescente
del SYBR Green, de forma que, durante la reaccién el aumento de la fluorescencia del
SYBR Green es directamente proporcional a la cantidad de DNA de doble hebra

generada. Los parametros utilizados para realizar la PCR fueron los recomendados por
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el fabricante. Con el fin de comprobar que s6lo se ha amplificado el producto deseado,
se hace un andlisis de la curva de fusioén en cada reacciéon de PCR. El andlisis de la
curva de fusién se basa en que cada molécula de DNA de doble cadena tiene su
temperatura de fusién concreta y, por lo tanto, se desnaturalizan a diferentes
temperaturas. De forma complementaria a la curva de fusidn, las muestras se corrieron
en un gel de agarosa al 1,5% a 120 V. Utilizando el software LightCycler 480 (Roche,
Basel, Suiza), se realiz6 una cuantificacion relativa avanzada de la expresion de los
genes de interés, utilizando como gen de referencia la B-actina e indicidndole al software
cual es la eficiencia de amplificacion de los cebadores utilizados, previamente calculada
haciendo una curva estdndar a partir de una dilucién seriada con diferentes

concentraciones de cDNA.

Tabla 5. Cebadores disefiados para el estudio de la expresion de un conjunto de genes a través de la
PCR a Tiempo Real.

Genes Secuencia Longitud (pb) Tm (°C)

HNF1a (directo) 5’-GTGCGTGTCTACAACTGGTT-3’ 214 59
HNFla (reverso) 5’-CTTCTGCAGTCTCACTGGTC-3’

FOXMI (directo)  5’-GCCATCAACAGCACTGAGAG-3’ 192 57
FOXMI (reverso) 5-GGTGAATGGTCCAGAAGGAG-3’

FOXAI (directo) 5’-AGACACGCAGGAGGCCTACT-3’ 236 61
FOXAI (reverso) 5’-GCCGCAGTCATGCTGTTCA-3’

HNF4a (directo) 5-GCTCCTAGGCAATGACTACA-3' 249 59
HNF4a (reverso) 5-GTCGTTGATGTAGTCCTCCA-3'

HNFé6a (directo) 5’-GTATCACCACCGAGCTCAAG-3’ 314 60

HNFé6a (reverso) 5’-GGTGTGTTGCCTCTATCCTT-3’

PXR (directo) 5-TGAAGGTCTCTCTGCAGCTG-3~ 314 57
PXR (reverso) 5-CACCTGCAGTGTCTTCCAAG-3'
PEPCK?2 (directo) 5-AGATCATCTCCTTCGGCAGC-3 144 60
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PEPCK? (reverso) 5-CCGGAGTCGACCTTCACTGT-3’

Aldo B (directo) 5"-CTACCAGAAGGACAGCCAGG-3~ 121 60

Aldo B (reverso) 5-TCTTGTACTGAGCACAGCGC-3~

Cypla2 (directo) 5"-GTTCAAGCACAGCAAGAAGG-3” 207 60

Cypla2 (reverso) 5-GCCAATCACAGTGTCCAGCT-3"

CDY0 (directo) 5"-CGAACCAACTTCACCAGCAA-3” 136 60

CDY0 (reverso) 5-TTGTCTCTGAGCACTGTGACG-3"

CD133 (directo) 5"-AGCAGTCTGACCAGCGTGAA-3" 146 60

CD133 (reverso) 5"-GGTGGAAGCTGCCTCAGTTC-3"

Slug (directo) 5"-GGACACATTAGAACTCACACGGG-3~ 51 62
Slug (reverso) 5-GCAGTGAGGGCAAGAAAAAGG-3~

Slain (directo) 5’-CACTATGCCGCGCTCTTTC-3" 101 62
Slain (reverso) 5-GCTGGAAGGTAAACTCTGGATTAGA-3"

p-actina (directo)  5’-GATGCAGAAGGAGATCACTG-3’ 157 57-62

p-actina (reverso) 5’-ACTCGTCATACTCCTGCTTG-3'

3.12.Andlisis de la expresion proteica mediante Western Blot

Para medir los niveles de expresion a nivel de proteina se partié de un botén de células,
lavado previamente con PBS y congeladas a -20 °C como minimo durante 24 horas, al
cual una vez descongelado se le afiadid, con el fin de lisar las células, una solucién de
RIPA (RIPA Buffer Lysis, 10X, Millipore, MA, USA) junto con un coctel de
inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free: protease inhibitor
cocktail/tablets, Roche, Basel, Suiza) e inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP, Roche,
Basel, Suiza). La mezcla se incub6 a 4 °C durante 10 minutos, y a continuacién, con el
fin de favorecer la lisis celular y la degradacién del DNA, se sonicaron las nuestras tres
veces con un sonicador digital Branson (Branson Sonic Power, CT, USA), durante 15

segundos, a una amplitud del 20%.
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Tabla 6 Resumen de los anticuerpos primarios utilizados para realizar el western-blot. Se indica la
referencia del anticuerpo, la casa comercial, la dilucién utilizada y el peso molecular.

Anticuerpo Dilucion o concentracion Peso molecular (kDa)
anti-HNF1a (610902) 1:250 92
(BD, NJ, USA)
anti-FoxM1 (ab55006) 2,5 ng/mL 84
(Abcam, MA, USA)
anti-HNF40 (ab55223) 1:750 52
(Abcam, MA, USA)
anti-HNF4a (ab92378) 1:1000 53
(Abcam, MA, USA)
anti-HNF6a (sc-6559) 1:500 50
(Santa Cruz, CA, USA)
anti-PXR (ab66756) 0,25 ug/mL 50
(Abcam, MA, USA)
anti-Notch2 (ab52302) 1:700 110
(Abcam, MA, USA)
anti-Oct4 (ab27985) 1 pg/mL 45
(Abcam, MA, USA)
anti-Lin28 (ab46020) 1:1000 29

(Abcam, MA, USA)

anti c-Myc (ab32) 1:1000 45
(Abcam, MA, USA)

anti-p-actina (ab8226) 1:500 42
(Abcam, MA, USA)

anti-B-actina (ab1801) 1:1000 42
(Abcam, MA, USA)

Para eliminar los posibles restos celulares las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm
durante 5 minutos. La concentracién de proteinas obtenida se determiné con el método
colorimétrico de Bradford (Bradford ProteinAssay, Bio-Rad, CA, USA), segin las
indicaciones del fabricante. La cantidad deseada de proteina (30 ng) se mezcld con la
proporcién necesaria de Laemmli 2X (Sigma-Aldrich, MO, USA), desnaturalizada
durante 5 minutos a 95 °C y cargada en un gel desnaturalizante SDS-PAGE a la
concentracion de acrilamida del 4% para el gel apilador y del 10% para el gel de
resolucion. A continuacién se procedié con un protocolo de Western Blot estdndar, con

transferencia en el sistema Transblot Semi-Dry de Bio-Rad (Bio-Rad, CA, USA), 1 hora
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a 20 V, en filtro de nitrocelulosa de 0,45 pug (Bio-Rad, CA, USA). Posteriormente se
bloquearon las membranas con 5% de leche desnatada en TBS + Tween durante 2 horas
a temperatura ambiente y se incubd con el anticuerpo primario en soluciéon de bloqueo
durante 16 horas a 4 °C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los indicados en la
Tabla 6.

El filtro de nitrocelulosa se incubd posteriormente con un anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa (HRP), durante 1 hora a temperatura ambiente y se detectd la
sefal después de incubar el filtro con la solucién sustrato Pierce ECL Western
Blottingsubstrate (Thermo Scientific, IL, USA), usando el sistema Gene Genome
Syngene Bio Imaging (Syngene, MD, USA). Como control se usé la B-actina (Tabla 6)

y los anticuerpos secundarios utilizados fueron los indicados en la Tabla 7.

Tabla 7 Resumen de los anticuerpos secundarios utilizados para realizar el western-blot. Se indica
la referencia del anticuerpo, la casa comercial y la dilucién utilizada.

Anticuerpo Dilucion

anti-Mouse IgG (ab6808) 1:2500
(Abcam, MA, USA)

anti-Rabbit IgG (ab6721) 1:2500
(Abcam, MA, USA),

anti-Goat IgG (SC-2020) 1:5000
(Santa Cruz, CA, USA)

3.13.Extraccion de proteina a partir del higado de hamster

En un estudio previo se trataron con arsenito sédico 11 hdmsteres (Golden Syrian
hédmsteres) de entre 5 y 10 semanas de vida con unos 100 g de peso. Estos se trataron
con 15 mg de arsenito sédico (25 mg NaAsO,/L, pH 7,5) durante 18 semanas a través
del agua de la dieta. Después del tratamiento, el higado de estos hdmster y el de 5
controles tratados con sélo agua se congelaron a -80 °C.

A partir de los 11 higados proveniente de los hdmster expuestos a i-As y el de los 5
animales controles se extrajo la proteina para ver la expresion de los genes de interés.
Para realizar dicha extraccion lo primero que se hizo es cortar con un bisturi un pequefio
trozo de higado, que se introdujo en un tubo (critubo), para su homogenizacién. Para
ello se afiadi6 Laemmli (10 uL por pug de tejido) (Sigma-Aldrich, MO, USA), se

homogenizé con unos pequefios morteros de forma mecénica y seguidamente se sonic
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durante 15 segundos a una amplitud del 20%, tres veces (Branson Sonic Power, CT,
USA). La cuantificacién de la proteina extraida se hizo con el espectrofotémetro

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, DE, USA), de la manera antes indicada.

3.14.Estudio de la adaptabilidad de las células HepG2 a la toxicidad del
arsenito sodico

Con el objetivo de conocer si las células tienen la capacidad de adaptarse a la
exposicion al arsénico se realizé un estudio de adaptabilidad a la toxicidad del este
compuesto en las células HepG2. Para ello, y de forma previa a la realizacioén del
ensayo de viabilidad, las células HepG2 se trataron con 0, 5 y 10 uM de arsenito sédico
durante 10 semanas. A continuacién se realizé el ensayo de viabilidad, siguiendo el
protocolo explicado previamente, en el que las células se expusieron durante 24 horas a

diferentes concentraciones de arsenito sodico (5, 10, 20, 50, 100 y 150 uM).

3.15.Utilizacién de la técnica de zimograma

Una de las técnicas mds utilizadas para la deteccion de la actividad de las MMPs es el
zimograma de sustrato. Se trata de una técnica electroforética, basada en el SDS-PAGE,
que incluye un sustrato copolarizado junto con el gel de poliacrilamida, para la
deteccion de la actividad enzimatica, basado en la separacion del peso molecular. Seguin
el sustrato incorporado se pueden detectar diferentes MMPs. Para la MMP-2 y la MMP-
9 el sustrato mads utilizado es la gelatina (Kupai et al., 2010). Esta técnica permite la
visualizacién y la cuantificacion de los niveles de proteinasas de una muestra y se basa
en la hidrolisis por parte de las proteinasas de su sustrato (el proteoglicano, la gelatina o
la caseina) presente en un gel. Esta técnica es particularmente ttil para el andlisis de la
composicién de proteinasa en muestras bioldgicas complejas, debido a que su
visualizacién depende de su actividad proteolitica (Troeberg et al., 2004).

En nuestro estudio, a las células HepG2 expuestas a lo largo de 18 semanas a 5 uM de
arsenito sdédico se les midio la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2, MMP-
9), comparando los valores obtenidos con los de los controles del mismo pase celular.
Para ello se recolectd y se congelé a -80 °C el medio, el cual permanecié congelado
hasta en dia en que se realiz6 el zimograma. Para ello, se descongelaron en hielo las
muestras, se centrifugaron a 4 °C y 800 rpm durante 10 minutos y luego, el medio se
mezclé con tampén de zymograma (Bio-Rad, CA, USA) segin las instrucciones del

fabricante. Para examinar la actividad de MMP-2 y de MMP-9, se realiz6 un SDS-
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PAGE zimograma con geles de caseina al 10% (Bio-Rad, CA, USA). Se cargaron las
muestras en el gel y se corrieron a 100 V durante 90 minutos en tampén 1X Tris-Glicina
SDS (Bio-Rad, CA, USA). Una vez pasados los 90 minutos, los geles se incubaron en
tampon renaturalizador (Bio-Rad, CA, USA) en agitacion durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, los geles se equilibraron con tampén revelador
(Bio-Rad, CA, USA) durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Se
sustituy6 el tampon revelador por un nuevo tampén y se incubé a 37 °C durante toda la
noche para la mdxima sensibilidad. El dia siguiente se tifieron los geles con 0,1% de
azul brillante de Coomassie (Bio-Rad, CA, USA) durante 1 hora, y se destifien con
metanol:dcido acético:dH,O (4:1:5) hasta que las 4reas de la actividad protedsica
aparecian como bandas claras sobre el fondo azul oscuro. Finalmente, se midi6 el drea

de las bandas de lisis usando el programa de andlisis ImagelJ.

3.16.Andlisis de la produccion de glucosa y respuesta a la insulina por parte
de las células tratadas cronicamente con arsenito sodico

Con el objetivo de estudiar si la exposicidon prolongada de las células HepG?2 a arsenito
sddico estaba induciendo una alteracion del metabolismo de la glucosa, tanto por lo que
hace a la produccién de glucosa por parte de las células, como a su respuesta frente a la
insulina, se realizé un andlisis de la produccion de glucosa y se estudid la respuesta de
estas células frente a la insulina.

Para llevar a cabo estos experimentos se sembraron las células en placas de 24 pocillos
y después de 24 horas de incubacion, se cambié el medio por DMEM libre de glucosa
(Life Technologies, NY, USA) suplementado con 2 mM de piruvato sédico (PAA
Laboratories, Pasching, Austria), 20 mM de lactato sédico (Sigma-Aldrich, MO, USA)
y 10% de FBS (Life Technologies, NY, USA). Pasadas 3 horas, se colect6 el medio
para medir los niveles de glucosa usando el ensayo “Amplex Red Glucose/Glucose
Oxidase Assay kit” (Life Technologies, NY, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante y con el lector espectrofotométrico Sunrise (Tecan, Mannedorf, Suiza).

Para llevar a cabo el estudio de la respuesta a la insulina, se utilizé el mismo método de
lectura de la glucosa, pero con algunas pequefias variaciones explicadas a continuacion.
Después de las 24 horas de incubacion, se remplazé el medio de las células por medio
DMEM sin glucosa y suplementado. Al cabo de 8 horas se afiadié 1 uM de insulina
(Sigma-Aldrich, MO, USA) y las células se incubaron durante 3 horas mas. Una vez

pasadas estas 3 horas, se colect6 el medio y se midi6 la concentracién de glucosa.
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En todas las muestras analizadas los niveles de glucosa obtenidos se ajustaron con la

concentracion de proteina presente en cada muestra.

3.17.Produccion de plasmidos en E.coli y su purificacion

Para la produccién de pldsmidos se usaron bacterias E.coli competentes (Life
Technologies, CA, USA) a las que se les afiadiron 50 ng del plasmido deseado. Se
incuban durante 30 minutos en hielo y a continuacidn se transfirieron a agua caliente a
42 °C durante 90 segundos momento en el que el pldsmido entra dentro de la bacteria. A
continuacion se colocaron en hielo durante 3 minutos, y se les afiadié6 LB, dejandose
durante 30 minutos en agitacion a 37 °C. Se anadieron 30 puL de la suspension de células
en placas de Petri con agar que contienen ampicilina, en nuestro caso, y se incubaron a
37 °C durante toda la noche. El dia siguiente se seleccioné una colonia de las placas de
Petri, se colocé en 10 mL de LB con ampicilina y se dejé incubando a 37 °C en
agitacion durante 16 horas. Posteriormente se procedid a la purificacion de los
plasmidos.

La purificaciéon de los plasmidos se hizo con el kit Hispeed Plasmid Purification
(Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. La concentraciéon
de plasmido purificado se midié usando el espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo

Scientific, DE, USA).

3.18.Transfecion de las células HepG2 con HNF4a

Con la finalidad de profundizar en el estudio del papel del factor HNF4a en la linea
celular HepG2, ésta se transfectd con el plasmido-HNF4a (regalo de Dr. Ferdinad M.
van’t Hooft). Para ello se usaron placas de 6 pocillos en las que se sembraron 300.000
células por pocillo. Se dejaron crecer durante 24 horas y luego se procedié a la
transfeccion mediante la adiccion de la concentracién deseada de plasmido en medio
OPTIMEM (Life Technologies, CA, USA) junto con lipofectamina 2000 (LF) (Life
Technologies, CA, USA), de la que se anadieron 3 pL. de LF por cada 1 ug de plasmido.
El protocolo que se sigui6 para llevar a cabo la transfeccion fue el siguiente: se
prepararon dos eppendorf uno con medio y LF y el otro con el medio y el plasmido, se
esperaron 5 minutos y luego éstos se mezclaron y se esperé durante 20 minutos, tiempo
en el que tiene lugar la interacciéon de los lipidos de la LF con los pldsmidos. A
continuacion se afladié el contenido a las células, que habian estado previamente

expuestas al medio OPTIMEM durante 20 minutos. Después de la adicciéon del

62



Materiales y Métodos

plasmido con la LF, las células se dejaron en el incubador durante 5 horas. Al cabo de
estas 5 horas, se elimin6 el medio, se limpi6 con PBS y se afiadi6 el medio habitual de
crecimiento de las células.

Una vez transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se extrae la proteina de las células
para hacer un Western blot y asi observar el cambio de expresion del factor HNF4a

(sobreexpresion).

3.19.Estudio de la expresion de HNF4a posteriormente a la transfecion de
las células con HNF4a y exposicion de éstas al arsenito sodico

Para llevar a cabo este experimento se utilizaron tres tipos de control: uno de los
controles son células no transfectadas y expuestas a arsenito sddico; el otro control son
células no transfectadas pero si expuestas a la LF 2000 y a las diferentes
concentraciones de arsenito sodico; finalmente, el tercer control consiste en células
transfectadas con el pldsmido sin gen y expuestas a las diferentes concentraciones de
arsenito sodico. En el experimento propiamente dicho se utilizaron células transfectadas
con el plasmido HNF4a y expuestas a arsenito sodico.

Para ello se sembraron en placas de 6 pocillos 300.000 células por pocillo. Al cabo de
24 horas las células se transfectaron siguiendo el protocolo explicado en el apartado
anterior. Una vez transfectadas se esperaron 24 horas para la adiccion de las diferentes
concentraciones de arsenito s6dico. Finalmente se procedié a realizar la extraccién de
proteina y la realizacion de los western blot.

Para la posterior comparacion de la expresion del HNF4a se hicieron los respectivos

western blots cargdndose en un mismo gel todas los muestras a comparar.

3.20.Estudio de la viabilidad celular en las células transfectadas con
HNF4a y expuestas al arsenito sédico

Para determinar esta variable se sembraron 300.000 células por pocillo en placas de 6
pocillos. Al cabo de 24 horas las células se transfectaron siguiendo el protocolo
explicado previamente. Una vez transfectadas se esperaron 24 horas para la adiccion de
las diferentes concentraciones de arsénico. Finalmente se procedi6 a realizar el ensayo
de viabilidad siguiendo el protocolo explicado previamente.

Con la finalidad de llevar a cabo este experimento se trabajé conjuntamente con 4
placas de 6 pocillos. En la nimero 1, las células no fueron transfectadas, éstas sélo

fueron expuestas a las diferentes concentraciones de arsenito sédico. Las células de la
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placa nimero 2 tampoco se transfectaron pero si se expusieron a la LF y a las diferentes
concentraciones de arsenito sédico. Las células de la placa 3 y 4 se transfectaron y se
expusieron a las diferentes concentraciones de arsenito sédico. Las diferencias entre la 3
y la 4 radican en que la nimero 3 se transfecté con el pldsmido control, el cual no

sobrexpresa ningtin gen, y la nimero 4 con el pldsmido con el gen HNF4a.

3.21.Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS v15.9
para Windows. Como ninguno de los pardmetros analizados presenta una distribucién
normal, se usé la prueba U de Mann-Whitney, también conocida como Wilcoxon. Se
trata de una prueba no paramétrica aplicada a dos muestras independientes. Las

muestras se consideraron significativamente diferentes siempre que se obtuviera un

P<0,05.
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4.1. La linea celular HepG2 es un buen modelo para el estudio in
vitro de los mecanismos de accion del arsénico

En un estudio previo de nuestro laboratorio en el que se expusieron hamsteres de forma
crénica (durante 18 semanas) a arsenito sédico, a través del consumo de agua de beber
(0,27 mg NaAsO,/L; pH = 7,5), se observaron diferencias en la expresion en varios
genes entre los animales tratados y los control. Estas diferencias se observaron al hacer
un rastreo del mRNA, usando la técnica DD-PCR a partir del higado de animales
expuestos (n=11) y animales control (n=5). Uno de estos genes fue el factor nuclear
hepético 1o (HNF1a), en el que se observé una disminucién de la expresion en los
animales, tratados respecto a los controles (Herndndez et al., 2011).

Con la finalidad de poder centrarnos en el estudio de este factor, asi como de otros que
se encuentran en la misma red, se decidié pasar a un modelo in vitro. Para este objetivo
se decidio utilizar una linea hepatica, como la HepG2, por tres motivos:

(1) porque el higado junto con el rifién son los principales 6rganos diana del arsénico,
(2) porque es en el higado donde tiene lugar principalmente la biometilacion del
arsénico, y (3) porque la red de factores transcripcion a estudiar es especifica de higado,
aunque algunos de estos factores también se expresen en otros drganos.

La linea celular HepG2 ha sido y estd siendo una linea celular ampliamente utilizada
para el estudio de los efectos de diferentes compuestos de arsénico in vitro (Cui et al.,
2006Db, Liu et al., 2011, Watanabe et al., 2011, Noreault-Conti et al., 2012). También se
estd utilizando en el estudio de la expresion de los factores nucleares seleccionados,
tanto por lo que hace a su efecto en procesos cancerosos como en la diabetes (Stepanian
et al., 2003, Navalon-Garcia et al., 2006, Zamule et al., 2008, Yu et al., 2009).

De todas formas, antes de empezar a trabajar con la linea celular hepética HepG2, se
realizaron toda una serie de experimentos con la finalidad de ver si realmente ésta era

una buena linea para el estudio de los mecanismos de accion del arsénico en el higado.

4.1.1. Las células HepG2 expresan los principales transportadores del
arsénico y la enzima clave para la metabolizacion del arsénico

El primer paso antes de empezar los estudios sobre los mecanismos de accion de este
metaloide fue conocer si esta linea celular era capaz de incorporar el arsénico

inorgdnico del medio. Mediante una RT-PCR se estudié la expresion, a nivel del
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mensajero, de un conjunto de genes relacionados con el transporte del arsénico hacia
dentro y hacia fuera de la célula. Los transportadores estudiados fueron: AQP3
(acuoporina 3), AQP9 (acuoporina 9), GLUTI (transportador de la glucosa 1), GLUT2
(transportador de la glucosa 2), GLUT3 (transportador de la glucosa 3), MRPI (proteina
multi-resistente a los farmacos 1) y MRP2 (proteina multi-resistente a los farmacos 2).
También se estudié la expresion de la AS3MT (arsénico-3-metiltransferasa), enzima
fundamental en el biometabolismo del arsénico.

En la Figura 14, podemos ver los resultados de las RT-PCR, que nos muestran como las
HepG2 expresan los genes de todos los transportadores estudiados: MRP1 (259 pb),
MRP2 (227 pb), GLUTI (393 pb), GLUT2 (521 pb), GLUT3 (457 pb), AQP3 (305 pb) y
AQP9 (371 pb). Ademas de los distintos transportadores involucrados en la entrada y
salida de los distintos compuestos de arsénico de la célula, se demuestra que nuestra
linea HepG2 también expresa el gen AS3MT, cuyo producto estd directamente
involucrado en el paso del arsénico inorganico a sus formas metiladas (MMA y DMA),

que juegan un papel esencial en la toxicidad y genotoxicidad del arsénico.

MRP2 MRP1 AS3MT GLUT3 GLUT2 GLUT! AQPY  AQP3
(227pb) (259 pb) (201 pb) (457pb) (521pb) (393 pb) (371pb) (305 pb)
—

Figura 14 Expression de un conjunto de transportadores del arsénico (MRPI, MRP2, GLUTI,
GLUT2, GLUT3, AQP3, AQPY9), asi como de la AS3MT, en las células HepG2. Mediante RT-PCR se
estudié la expresion de un conjunto de transportadores del arsénico y de AS3MT en las células HepG2. (A)
Las HepG2 expresan los genes MRP1 (259 pb) y MRP2 (259 pb). (B) Las HepG2 expresan el gen AS3SMT
(201 pb). (C) Las HepG2 expresan los genes GLUT1 (393 pb), GLUT2 (521 pb) y GLUT3 (457 pb). (D) Las
HepG2 expresan los genes AQP3 (305 pb) y AQP9 (371 pb). En todos los casos se corrieron geles de un 2%
de agarosa, durante 30 minutos a 120 V.

4.1.2. Andlisis de las especies de arsénico presentes en las células y en el
medio tras la exposicion de las células HepG2 a arsenito s6dico

Aunque en el apartado anterior se mostrd que la linea seleccionada expresaba el gen
AS3MT, es preciso demostrar que este metabolismo verdaderamente tiene lugar en
dichas células. Para ello, la mejor manera es detectar la presencia de sus metabolitos
metilados tras la exposicion a arsénico inorgénico. Para ello, mediante HPLC, se analiz6

la presencia y proporciones de los metabolitos y de sus especies inorgdnicas tras la
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exposicion a una concentracion de 5 uM de arsenito sdédico, durante 48 horas. Los

resultados obtenidos se representan en la Figura 15.
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Figura 15 Especies de arsénico observadas tras la exposicion de las células
HepG2 a arsenito sédico. Las células HepG2 se expusieron durante 48 horas a 5
UM de arsenito sédico, y se analizaron las especies de arsenito sddico en las
células y en el medio. Las especies de arsénico encontradas en las células fueron:
As™ (35 ng), As” (8,25 ng), MMA™ (0,65 ng), MMA" (1,7 ng) y DMAY (2,7 ng).
En el medio fueron: As™ (1328 ng), As" (17,6 ng), MMA™ (11,6 ng), MMA" (6,1
ng) y DMAY (0,65 ng).

Como se observa en el Figura 15, tras el tratamiento se observa la presencia de MMA y
DMA, indicativo de que la metabolizacion del arsénico inorganico tuvo lugar.

Las especies de arsénico encontradas en las células fueron: As™ (35 ng), AsY (8,25 ng),
MMA™ (0,65 ng), MMA" (1,7 ng) y DMA" (2,7 ng). En el medio fueron: As™ (1328
ng), As’ (17,6 ng), MMA™ (11,6 ng), MMA" (6,1 ng) y DMA" (0,65 ng). De estos
resultados se desprende que en el medio se encuentra un 90,6% del arsénico total,
mientras que un 3,4% se halla dentro de las células. Asimismo se ve que un 98,33% del
arsénico total se encuentra en estado inorgdnico y un 1,67% en estado organico Yy,
respecto a su compartimentacion, se observa que el porcentaje de arsénico inorganico
dentro de la célula es del 89,5%, mientras que en el medio éste es de 98,6%. Estos
resultados confirman que no tan sélo las células HepG2 expresan AS3MT sino que
pueden llevar a cabo de manera efectiva la metabolizacion del arsénico inorgdnico a sus

formas metiladas.
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4.1.3. Andlisis de la cinética de crecimiento de las HepG2 mediante la
realizacion de una curva de crecimiento

Una vez demostrada la utilidad de nuestra linea celular para los estudios con arsénico
pasamos a analizar cudl es su velocidad de crecimiento para asi poder disefar los
distintos experimentos de esta Tesis. Para ello se llevd a cabo un estudio de la cinética

de crecimiento y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16.
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Figura 16 Curva de crecimiento de las HepG2. Aunque hasta las 24 horas se observa una
pequefia disminucion del nimero de células por mL, a partir de este tiempo la poblacién crece
hasta llegar a la fase plateau a las 120 horas.

En la curva de crecimiento llevada a cabo se observa, de forma general, un aumento del
nimero de células a lo largo del tiempo, con excepcion de las primeras 24 horas, donde
se da una pequefia disminucién del nimero de células por mL. Las células crecen de
manera continuada hasta las 120 horas, momento en que las células se encuentran en
una confluencia del 100% (fase plateau).

Estos resultados nos permiten conocer el tiempo de duplicacion de la HepG2, el cual es

de unas 24,55 horas.
4.2. Efectos toxicos del arsénico en la linea HepG2

Una vez demostrada la eficiencia de la linea celular HepG2, se trat6 de ver el efecto de
diferentes dosis de arsénico sobre la linea escogida, con la finalidad de poder

seleccionar concentraciones subtoxicas a las que poder realizar los distintos
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experimentos disefiados en esta Tesis. Seguidamente se estudid el efecto de dichas dosis

en las HepG2, por lo que respecta a la alteracion del ciclo celular y la apoptosis.
4.2.1. Estudios de toxicidad del arsénico

El objetivo de estos estudios de toxicidad es conocer como afectan diferentes dosis de
arsenito sodico a las células y, a partir de estos resultados, escoger una serie de
concentraciones subtdxicas para exponer a las HepG2 en los estudios posteriores.

Como se puede ver en el apartado de materiales y métodos, se han utilizado diferentes

metodologias para llevar a cabo este ensayo.

140 1 Sistema XTT
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Figura 17 Ensayo de viabilidad de la HepG2 usando el ensayo XTT. Las HepG2 se
expusieron a diferentes concentraciones de arsenito sédico (0, 5, 10, 20, 50, 70 y 100 pM)
durante 24 6 48 horas. El arsenito sddico afecta significativamente a la viabilidad de las
HepG2 a concentraciones de 50 uM o superiores, en periodos de 24 y 48 horas de
exposicién. Con LCsy de 67,50 y 54,50 uM en las células expuestas durante 24 y 48
horas, respectivamente.

En la Figura 17, se muestran los resultados del ensayo de viabilidad realizado usando el
sistema XTT, representando la supervivencia relativa en porcentaje respecto a
concentraciones micro-molares de arsenito sédico. Asi, las células HepG2 se expusieron
a diferentes concentraciones de arsenito sddico (0, 5, 10, 20, 50, 70, 100 uM) durante 24
y 48 horas, observdndose un efecto en la viabilidad dependiente del tiempo, es decir que
la misma concentracién de arsenito sédico afecta mds a las células si éstas estdn
expuestas durante 48 horas en vez de 24 horas. Siendo la LCsy (concentracién letal para
el 50% de las células) de 67,50 y 54,50 uM en las células expuestas a 24 y 48 horas,

respectivamente.

71



Resultados

Conteo de células

120 ~
100
80
60
40 =¢=24h

20

Siperviviencia relativa (%)

O T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Arsenito sodico (uM)

Figura 18 Ensayo de viabilidad de la HepG2 usando el conteo de células. Las HepG2
se expusieron a diferentes concentraciones de arsenito sédico (0, 5, 10, 50, 100 y 150
uM) durante 24 horas. El arsenito sédico afecta significativamente a la viabilidad de las
HepG2 a concentraciones de 50 uM tras un tratamiento de 24 horas, con una LCs, de
88,76 uM.

En la Figura 18, se representa el resultado del ensayo de viabilidad llevado a cabo
usando el conteo de células. Para ello, las HepG2 se expusieron a diferentes
concentraciones de arsenito sédico (0, 5, 10, 50, 100 y 150 uM) durante 24 horas. Como
se observa, el arsenito s6dico afecta significativamente a la viabilidad de las HepG2 a
concentraciones de 50 uM, tras un tratamiento de 24 horas, con una LCsy de 88,76 uM.

En la Figura 19, se indican los resultados del ensayo de viabilidad realizado usando el
sistema NucleoCounter. En este ensayo las HepG2 se expusieron a diferentes
concentraciones de arsenito sodico (0, 5, 10, 20, 40 y 80 uM) durante 24 horas. Se
observa que el arsenito sddico afecta significativamente a la viabilidad de las HepG2 a
concentraciones de 20 uM, tras un tratamiento de 24 horas, con una LCs, de 48,54 uM.

Los distintos resultados obtenidos en el estudio de la toxicidad del arsenito sddico,
usando los diferentes sistemas, nos han permitido escoger un conjunto de dosis
subtoxicas para el tratamiento de las células. Las dosis subtdxicas seleccionadas han

sido inferiores a 10 uM, concretamente: 0,5, 2, 5y 10 uM.
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Figura 19 Ensayo de viabilidad de la HepG2 usando el sistema NucleoCounter. Las
HepG2 se expusieron a diferentes concentraciones de arsenito sédico (0, 5, 10, 20, 40 y
80 uM) durante 24 horas. El arsenito sédico afecta significativamente a la viabilidad de
las HepG2 a concentraciones de 20 pM tras un tratamiento de 24 horas, con una LCs, de
48,54 uM.

4.2.2. La exposicion de las células HepG2 a arsenito sdédico induce la

expresion de MT y de HMOX

Para saber si realmente las células HepG2 estaban respondiendo a la exposicion del
arsenito sédico, y si la toxicidad observada era resultado de esta exposicion, se estudid
la expresion de dos genes como son el de la metalotioneina (MT) y el de la heme-
oxigenasa (HMOX), ya que se sabe que la expresion de estos genes se ve inducida en
presencia de arsénico.

Asi, en las células HepG2 expuestas durante 48 horas a diferentes concentraciones
subtoxicas de arsenito sodico (0,5, 2 y 5 uM) se estudi6 la expresion de estos dos genes
usando la PCR a Tiempo Real y los resultados obtenidos se indican en la Figura 20.

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la expresiéon de ambos
genes, ya desde la exposicion a la dosis mds baja de arsenito sédico (0,5 uM). La
conclusion de este experimento es que el arsénico estd ejerciendo efectos téxicos en
nuestras células y la relacion dosis-respuesta observada es reflejo directo de esta accion

toxica.
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Figura 20 Induccion de la expresion de MT y de HMOX tras la exposicion a dosis
subtéxicas de arsenito sédico. Después de exponer las HepG2 durante 48 horas a
diferentes concentraciones de arsenito sédico (0,5, 2 y 5 uM) se observa un aumento de la
expresion de MT en cualquiera de las dosis expuestas, como minimo alrededor del 500%
y como mdximo alrededor del 2000% respecto al control. Por lo que hace al HMOX se
observa también un aumento de la expresion en cualquiera de las dosis expuestas, como
minimo alrededor del 1000% y como méximo alrededor del 1400% respecto al control.

4.2.3. Efectos de dosis subtoxicas de arsenito sodico sobre el ciclo celular

Como ya se ha comentado, nos interesaba trabajar a dosis subtdxicas y para ello
necesitamos conocer que las dosis escogidas no tienen efectos importantes sobre una
serie de pardmetros caracteristicos. Uno de los primeros efectos relacionados con la
toxicidad es una ralentizacién del ciclo celular, para permitir una mejor respuesta
celular frente a las agresiones sufridas; es por esto que se estudid el arresto del ciclo
celular en las HepG2, tras haberse expuesto a dosis subtoxicas de arsenito sédico (0,5,
2,5y 10 uM) durante 48 horas.

En la Figura 21 podemos ver los resultados obtenidos en este experimento, no
observdandose ninguna alteracion significativa en las distintas fases del ciclo celular de

las células expuestas, respecto a las células control.
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Figura 21 Las dosis subtdxicas
de arsenito sodico utilizadas
no tienen ningin efecto
significativo en el arresto del
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G2: 17.44%.

4.2.4. Efectos de dosis subtoxicas de arsenito sddico sobre la apoptosis

Otro de los efectos asociados con la toxicidad es la induccién de apoptosis, ruta
utilizada por las células como via alternativa a la reparacion del dafo inducido. Por
tanto, se trata de conocer si las dosis subtdxicas escogidas son capaces de inducir o no
apoptosis. Para ello, se estudi6 la induccion de la apoptosis en las HepG2, tras haberse
expuesto a dosis subtoxicas de arsenito sédico (0,5, 2, 5 y 10 uM) durante 48 horas. En
la Figura 22 podemos ver los resultados obtenidos en este experimento, en los cuales no
se observa ninguna alteracion significativa en la induccidn de la apoptosis en las células
expuestas a las dosis de arsenito sddico estudiadas, respecto a las células control.

Los porcentajes de apoptosis obtenidos fueron de 2,92, 3,20, 3,57 y 3,19% tras someter
las células a concentraciones de 0,5, 2, 5y 10 uM de arsenito sddico, respectivamente.
Estos porcentajes no son significadamente diferentes a los observados en las células
control (2,16%). Como control positivo se usé una concentraciéon de 1,5 uM de
campotecina (CPT) que, como se observa, es capaz de inducir un elevado porcentaje de

apoptosis (33,88%).
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Figura 22 Las dosis subtdxicas de arsenito sodico utilizadas no tienen ningiin efecto
significativo en la induccién de apoptosis. Cuando las HepG2 se expusieron a dosis
subtoxicas de arsenito sédico (0,5, 2, 5 y 10 pM) durante 48 horas, el porcentaje de
apoptosis observado fue de 2,92, 3,2, 3,57 y 3,19%, respectivamente. Estos porcentajes no
son significadamente diferentes al observado en las células control (2,16%). Como control
positivo se usé 1,5 uM de CPT, que indujo un porcentaje de apoptosis del 33,88%.

4.3. Estudio de los distintos factores nucleares seleccionados para este

estudio

4.3.1. Las cé€lulas HepG2 expresan los factores nucleares hepéticos objeto

de estudio

Dado que el objetivo de la tesis es estudiar la respuesta de los distintos factores
seleccionados, tras la exposicidn con arsénico, es necesario conocer si dichos factores se
expresan de manera espontdnea y cudles son los niveles de expresion observados en
estas condiciones. Para ello se analizé la expresion de los factores HNF1a, HNF4a,
HNF60, PXR y FOXM1, mediante PCR a tiempo real. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 23.
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Figura 23 Representacion de la amplificacion de los factores HNF1o, HNF4a, HNF6a, FOXM1 y
PXR. Representacion de la fluorescencia respecto al nimero de ciclos de amplificacién de (A) HNFla,
(B) HNF4aq, (C) HNF6a, (D) FOXM1 y (E) PXR.
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4.3.2. La exposicion aguda a altas dosis de arsenito sédico induce
alteracion en la expresion de los factores nucleares HNFla y

HNF4a

Una vez demostrada la expresion basal de los distintos factores, se llevé a cabo un
estudio piloto sobre los efectos de una exposicion aguda a elevadas dosis de arsenito
soddico. Para ello se seleccioné el mismo rango de dosis del experimento de toxicidad
(4.2.1) y se estudiaron las alteraciones en la expresion tras un tratamiento de 24 horas.
En este experimento piloto tan s6lo se evaluaron los efectos en la expresion de HNFla y
HNF4q. Para ello se expusieron las células HepG2 durante 24 horas a diferentes dosis
de arsenito sédico (5, 10, 20, 50 y 100 uM).

Los resultados obtenidos en este estudio se muestran en la Figura 24, donde se observa
una disminucién de la expresion, tanto de HNF1a como de HNF4a en las dosis toxicas,
respecto a lo que se observa en el control, sin que llegue a desaparecer la expresion de

estos dos factores nucleares hepéticos.

1 2 3 4 5 6

HNFla

B-actina

HNF4a

B-actina

Figura 24 Disminucién de la expresiéon de HNF1lo y HNF4a cuando las HepG2 se
exponen a dosis altas de arsenito sédico. Resultados obtenidos tras el tratamiento de
24 horas con diferentes concentraciones de arsenito sédico (5, 10, 20, 50 y 100 uM).
En el carril (1) encontramos las expuestas a 5 uM, en el (2) a 10 uM, en el (3) a 20 uM,
enel (4) a50 uM, enel (5) a 100 uM. En el (6) se indican las células control. De forma
general se observa una disminucién de la expresion de HNFla y HNF4a en todas las
dosis de arsenito sddico. Los niveles de expresiéon del HNF1a fueron de 100, 116,20,
113,50, 61,00, 34,20 y 34,40% mientras que los del factor HNF4a fueron de 100,
106,03, 92,44, 39,55, 11,47 y 18,00%. Como proteina de referencia se ha usado la -
actina.

Los resultados indican que cuando las células HepG2 se tratan durante 24 horas con
dosis crecientes de arsenito s6dico se observa una disminucién significativa de la

expresion, a dosis de 20 uM o superiores. La disminucion de la expresion de HNFla y

78



Resultados

HNF4a es dosis-dependiente, sin llegar a niveles inferiores al 10% de la expresion
respecto al control, en ningin momento. Concretamente los niveles de expresion del
HNF4a fueron de 100, 106,03, 92,44, 39,55, 11,47 y 18,00% vy los del factor HNFla
fueron de 100, 116,20, 113,50, 61,00, 34,20, 34,40% cuando las HepG2 se expusieron a
0, 5, 10, 20, 50 y 100 uM de arsenito sddico, respectivamente (Figura 24).

4.3.3. Alteracion de la expresion en exposiciones de 48 horas con dosis
subtoxicas

Una vez demostrado que altas dosis de arsénico son capaces de alterar
significativamente la expresion de HNFla y HNF4a, la pregunta era que sucedia con la
expresion de todos los factores tras la exposicion aguda (durante 48 horas) a
concentraciones subtdxicas (0,5, 2, 5 y 10 uM) de arsenito sddico.

En la Figura 25 se observa la expresion de los factores nucleares hepéticos: PXR,
HNF1la, HNF4a, FOXM1 y HNF6a, a nivel del mensajero y a nivel de proteina, tras la
exposicion a concentraciones subtdxicas (0,5, 2, 5 y 10 uM) durante 48 horas.

De forma general se observa en todos los factores estudiados una disminucién de la
expresion dosis-dependiente en las células expuestas, con respecto a los valores
observados en las células control. En la parte superior de la Figura 25 (A) podemos ver
los resultados del estudio de expresion a nivel del mensajero de PXR, HNF1a, HNF4a,
FOXM1 y HNF6o. En la gréfica se observa una disminucion de la expresion de HNFla
cuando las células se tratan como minimo con una concentraciéon de 5 uM de arsenito
sodico, y de FOXMI1 a partir de 2 uM. En cambio, la expresion de HNF4a, PXR y
HNF6a se ve alterada ya a la dosis mds baja de arsenito sédico ensayada (0,5 uM). En
todos los casos estamos hablando de una disminucién significativa de la expresion de
estos factores, alcanzando valores de entre el 50 y el 80% respecto al control, para la
dosis mas alta evaluada (10 uM).

En la parte inferior de la Figura 25 (B), se observan los resultados de la expresion de
HNF1la, FOXM1 y HNF4q a nivel de proteina.

En estas figuras se percibe una disminucion de la expresion de éstos cuando las células
se tratan con las diferentes concentraciones de arsenito sodico, observandose una mayor
disminucion de la expresion de los factores nucleares a la dosis de 10 uM. Los cambios
a nivel de proteina observados concuerdan con los observados previamente a nivel del

mensajero. La conclusion de este estudio es que, a pesar de utilizar dosis subtdxicas de
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arsenito sodico, éstas son suficientes como para inducir una alteracién de la expresion

de los distintos factores estudiados.
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Figura 25 Estudio de la expresion de un conjunto de factores nucleares (PXR, HNF1la, HNF4q,
FOXM1 y HNF6a). Las células se expusieron a diferentes concentraciones de arsenito sédico (0,5, 2,5y
10 uM) durante 48 horas y posteriormente se llevd a cabo el estudio de la expresion, tanto a nivel del
mRNA como de proteina. (A) Expresion de PXR, HNF1a, HNF40, FOXM1 y HNF6a a nivel del mRNA
tras la exposicion al arsenito sédico. De forma general se observa una disminucién dosis-dependiente de
la expresién de todos los factores estudiados. Los niveles de expresion del factor PXR fueron 100, 81,67,
80,67, 27,33 y 48,00%; para el factor HNF1a los niveles de expresion fueron 100, 147,33, 107,33, 45,67,
y 16,00%; para HNF4a fueron 100, 54,67, 43,75, 30,00 y 30,33%; en el caso del factor FOXM1 éstos
fueron 100, 106,00, 68,67, 61,00 y 49,00%; y, por tdltimo, para el factor HNF6a éstos fueron 100, 54,78,
43,58, 29,91 y 30,4% cuando las células estan expuestas a 0, 0,5, 2, 5 y 10 uM respectivamente. (B)
Expresion a nivel de proteina de HNFla, FOXM1 y HNF4a, se observa una disminucién de la expresién
en los 3 factores estudiados, de forma dosis-dependiente, y que concuerda con la observada a nivel del
mensajero. En todos los casos se us6é como gen de referencia, en la PCR a Tiempo Real, o como control,
en el western blot, la f-actina. El carril (1) corresponde a las células control, el (2) a las células expuestas
a 0,5 uM de arsenito sédico, el (3) a las expuestas a 2 uM, el (4) a las expuestas a 5 puM y el (5) a las
expuestas a 10 uM de arsenito sédico.
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4.4. Papel del factor HNF40 en la viabilidad celular frente al

tratamiento con arsénico

Dada la gran importancia de este factor en la homeostasis de los hepatocitos, nos
preguntamos si al menos parte del efecto toxico inducido por el arsénico puede ser
debido a la alteracién inducida por este metaloide en la expresion del HNF4a.

Con el fin de comprobar nuestra hipotesis, las HepG2 se transfectaron con un plasmido
que contenia el factor HNF4a. El objetivo de esta transfeccion fue conseguir niveles de
expresion del HNF4a en las células expuestas al arsenito sédico parecidos a los de las
células control (no expuestas) y evaluar, mediante un ensayo de viabilidad, si éstas se
veian menos afectadas (toxicidad) a las mismas concentraciones de arsenito sédico que

las células no transfectadas.
4.4.1. Sobreexpresion de HNF4a al transfectar las HepG?2 con pl-HNF4a

Lo primero que se hizo fue comprobar la eficacia de la transfeccion. Asi, las células
HepG2 se transfectaron con diferentes concentraciones de pl-HNF4a: 2, 4 y 6 ug del
pldsmido deseado. En la Figura 26 se puede observar que se consiguid una
sobreexpresion del factor HNF4aq, al transfectar las células con pl-HNF4a. Asi, aunque
las HepG?2 transfectadas con 2 ug de HNF4a no muestran un aumento significativo de
la expresion proteica de HNF4a, si que se observa un aumento significativo en la
expresion de este factor en las células transfectadas con 4 y 6 ug de pl-HNF4a, con
unos valores de expresion de 145,53 y 148,80% respecto a las células control,
respectivamente (Figura 26).

Dado que no se observé una mayor transfeccion en las células transfectadas con 6 ug
del plasmido, seguramente debido a que mueren mds células durante la transfeccion, la

cantidad de plasmido utilizado en las transfecciones posteriores fue de 4 pg.
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Figura 26 Sobreexpresion proteica de HNF4a al transfectar las HepG2 con pl-HNF4a. Las
HepG2 se transfectaron con diferentes concentraciones de pl-HNF4a (2, 4 y 6 ug). (A) En el
primer carril (1) encontramos la banda de expresion de HNF4a correspondiente a las células
control (no transfectadas), el carril (2) corresponde a las células transfectadas con 2 pg del
plasmido, en el (3) se encuentran las HepG2 transfectadas con 4 pg del pldsmido y por dltimo
(4) las transfectadas con 6 pg. Como proteina de referencia se uso la B-actina. Se observa una
mayor intensidad de las bandas de HNF4a en las células transfectadas, especialmente en las
transfectadas con 6 pg del pl-HNF4a. (B) Representacién grafica de la cuantificacién de la
intensidad de las bandas obtenidas en el western blot. Los niveles de expresién obtenidos
respecto al control (células no transfectadas con pl-HNF4a y expuestas a la lipofectamina) fueron
de 102,14, 145,53 y 148,80% para las células transfectadas con 2, 4 y 6 ug de pl-HNF4q,
respectivamente.

4.4.2. La transfeccion afecta a la viabilidad de las células HepG2

Con el fin de conocer cudl era el efecto de la transfeccion en la viabilidad de las HepG2,
se hizo un ensayo de viabilidad de las HepG2 en diferentes condiciones, (a) cuando
estas fueron expuestas a la lipofectamina (LF), (b) transfectadas con el pldsmido control
y (c) transfectadas con el pl-HNF4a. Los resultados obtenidos estdn expresados en la
Figura 27.

Los resultados nos muestran que la viabilidad de las HepG2 se ve afectada tanto por la
exposicion a la LF, como por la transfeccién (plasmido control o con el gen HNF4a).
Concretamente la viabilidad relativa fue de 64,06, 48,30 y 45,31% respecto al control,
para las células expuestas a la LF, transfectadas con el pldsmido control y con el pl-

HNF4aq, respectivamente.
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Figura 27 Efecto de la transfeccion sobre la viabilidad de las HepG2. Las HepG?2 se transfectaron con
4 pg de plasmido (control o pl-HNF4a). Se observa un efecto de la viabilidad cuando las células se
encuentran expuestas con la LF o cuando son transfectadas. La viabilidad relativa fue del 64,06, 48,30 y
45,31% respecto al control, para las células expuestas a la LF, transfectadas con el plasmido control y
transfectadas con pl-HNF4a, respectivamente.

4.4.3. La transfeccion nos permite recuperar los niveles de expresion del

HNF4a disminuido por el arsenito sédico

Una vez conseguidas las condiciones idéneas de transfecciéon para obtener una
sobreexpresion del HNF4aq, el siguiente paso fue transfectar las células y exponerlas a
arsenito sddico, con la finalidad de ver si la sobreexpresion conseguida con la
transfeccién nos mantenia los niveles de HNF4a al exponer las células a arsenito
sodico. Para ello las células HepG2 se transfectaron con 4 pg del plasmido control (sin
el gen HNF4a) y con pl-HNF4a. Una vez transfectadas, éstas se trataron con diferentes
concentraciones de arsenito sédico: 5, 10 y 20 uM, durante 48 horas. Los resultados
obtenidos se indican en la Figura 28.

Al transfectar las células HepG2 con el pladsmido control (sin el gen HNF4a) y
exponerlas a las diferentes concentraciones de arsenito sddico, se observa una
disminucién dosis-dependiente de la expresion del factor HNF4a, a nivel de la proteina,
con valores de expresion de 52,07, 50,99 y 16,72% respecto el control (100%), para las
células expuestas a 5, 10 y 20 uM de arsenito sédico. En cambio, si las HepG2 se
transfectan con pl-HNF4a, no se observa una disminucién significativa de la expresion
hasta que las células no se exponen a 20 uM de arsenito sddico, con una expresion del
20,60% respecto el control. Las células transfectadas con pl-HNF4a y expuestas a 5y
10 uM de arsenito sédico presentan una expresion de HNF4a de 105,02 y 113,2%

respecto el control, respectivamente.
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Figura 28 Expresion de HNF4a en las HepG2 transfectadas con pl-HNF4o y expuestas a
arsenito sdédico. (A) Expresion proteica del HNF4a en células transfectadas con 4 pg del
plasmido control (sin el gen HNF4a) y expuestas a diferentes concentraciones de arsenito sodico:
5, 10y 20 uM durante 48 horas. Se observa una disminucién de la intensidad de las bandas dosis-
dependiente. La primera banda (1) corresponde a las células control, no expuestas al arsenito de
sodio, la segunda (2) a las expuestas a 5 uM, la tercera (3) a las expuestas a 10 uM y la tltima (4)
a las expuestas a 20 uM. (B) Expresién proteica del HNF4a en células transfectadas con 4 pg del
plasmido pl-HNF4a y expuestas a diferentes concentraciones de arsenito sddico: 5, 10 y 20 uM
durante 48 horas. En este caso sélo se observa una disminucién de la intensidad en las células
transfectadas y expuestas a 20 pM de arsenito sédico. El orden de las bandas es el mismo que en
la figura A, pero esta vez las células se han transfectado con el plasmido con el gen HNF4a.
Como gen de referencia se ha usado la B-actina. (C) Representacion gréfica de la cuantificacién
de las intensidades de las bandas de las figuras A y B. La expresioén a nivel de proteina de las
HepG2 transfectadas con el pldsmido control fue de 52,07, 50,99 y 16,72% respecto el control
para las células expuestas a 5, 10 y 20 uM de arsenito sédico. En cambio, la expresién de HNF4a
en las células transfectadas con pl-HNF4a fue de 105,02, 113,22 y 20,60% respecto al control
para las células expuestas a 5, 10 y 20 uM de arsenito sédico.

4.4.4. La recuperacion de la expresion de HNF4a aumenta la viabilidad de
las HepG?2 frente al arsenito sodico

Para estudiar si parte del efecto del arsenito sddico en la viabilidad de las células
expuestas era debido al afecto de este elemento en el factor HNF4a (disminucién de la

expresion), se llevd a cabo un test de toxicidad de las HepG2 transfectadas con el pl-
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HNF4a y expuestas a continuacion durante 48 horas a arsenito sédico. Como se puede
observar en la Figura 29, la recuperacion de la expresion de HNF4a gracias a la

transfeccion, hace las células mas resistentes al arsenito sodico.

Sélo As LF pl control pl-HNF4a

Figura 29 Las HepG2 que sobreexpresan HNF4a son mas resistentes al arsenito sédico.
Las HepG2 se expusieron a diferentes concentraciones de arsenito sédico (5, 10, 20, 40 y 80
uM) durante 48 horas. Se realizé un ensayo de viabilidad, a partir del cual se calcularon las
LCsy (concentracién letal del 50% de las células) de las células tnicamente expuestas al
arsenito sédico, células a las que previamente se les habia afiadido al medio LF, o que habfan
estado transfectadas con 4 pg del pldsmido control o del pl-HNF4a. Los valores de la LCs,
fueron 30,94, 25,92, 16,57 y 23,50 uM, respectivamente.

Para llevar a cabo este estudio se realizé un ensayo de toxicidad exponiendo las células
a diferentes concentraciones de arsenito sodico: 5, 10, 20, 40 y 80 uM. Debido a que la
transfeccion y la LF afectan a la viabilidad se expusieron a la vez: células no
transfectadas ni expuestas a la LF, células previamente expuestas a la LF, células
transfectadas con el plasmido control y células transfectadas con el pl-HNF4a.

A partir de los resultados de la viabilidad se calcul6 la LCso. Como se ve, la LCs de las
células no transfectadas ni expuestas a LF, es decir, que unicamente han estado
expuestas a las diferentes concentraciones de arsenito sddico fue de 30,94 uM. La LCs,
de las células expuestas a la LF fue de 25,92 uM. La LCsq de las células transfectadas
con el pldsmido control fue de 16,57 uM, mientras que la de las células transfectadas
con pl-HNF4a fue de 23,50 uM.

Estos resultados nos indican, como ya habiamos visto en Figura 27, que la LF y la
transfeccién afectan a la viabilidad celular. Si comparamos la LCsy de las células
transfectadas con pl-HNF4a con el valor de las transfectadas con el plasmido control
(células control), se observa como las células transfectadas con el pl-HNF4a, y por lo

tanto con una recuperacion completa de la expresion a dosis bajas de arsenito sddico y

86



Resultados

parcial a dosis mds altas, son mas resistentes al arsenito sddico, ya que su LCsy es un

30% mayor.
4.5. Factores nucleares y exposicion cronica al arsénico

Una vez visto que bajo las condiciones estudiadas hasta al momento, el arsénico estaba
induciendo una alteracién en la expresion de estos factores nucleares, nuestro objetivo
se desplazé a estudiar si esta alteracion también se observaba en células expuestas de
forma prolongada (semanas) al arsénico. Hay que indicar que este protocolo nos permite
acercarnos mds a las condiciones de exposicién en las que se encuentran sometidas las

personas expuestas de forma crénica al arsénico.

4.5.1. La exposicion de las células HepG2 a dosis subtoxicas de arsenito
sédico de forma cronica altera la expresion de HNFla y HNF4a

En este estudio nos fuimos centrando en estudiar las variaciones de expresion de
unicamente los factores HNFla y HNF4a, dada la sincronia existente entre la
regulacién de todos los factores inicialmente ensayados. Las células se expusieron de
forma crénica, durante semanas, a dosis subtdxicas de arsenito sédico (5 y 10 uM)
segun el protocolo indicado en el apartado de materiales y métodos. La expresion de los
factores nucleares hepaticos, HNFla y HNF4aq, se estudi6 en las semanas 3, 6, 10 y 17
de exposicion. En cada semana los valores obtenidos se compararon con los de las
células control, células no expuestas al arsénico y correspondientes a la misma semana
de tratamiento que las células expuestas.

Para los dos factores (HNF1a y HNF4a) y en todas las semanas estudiadas (3, 6, 10 y
17) se han observado disminuciones significativas de la expresion de éstos a nivel de
proteina, mediante western blot (Figura 30 y Figura 31).

Por lo que respecta al factor nuclear HNF1a (Figura 30), ya desde las primeras semanas
de exposicion se observa una disminucién de la expresién siendo ésta mds marcada en
las células expuestas a 10 uM de arsenito sédico durante 17 semanas. Los efectos
observados son dosis- y tiempo-dependiente, con tan sélo un 20% de expresion,
respecto a las células control de la misma semana de tratamiento.

Cuando se llevo a cabo la cuantificacion de las bandas observadas, los valores obtenidos
fueron para la semana 3 de 100, 74,40 y 46,54%; para la semana 6 de 100, 82,41 y
36,18%; para la semana 10 de 100, 47,29 y 34,86%; mientras que para la semana 17
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éstos fueron de 100, 45,92 y 15,90%; esto para cuando las células HepG2 se expusieron
a 0,5y 10 uM de arsenito sédico, respectivamente.

Por lo que hace referencia al factor nuclear HNF4a (Figura 31), del mismo modo que
sucedia con el HNFla, se observa una clara disminucién de la expresion ya desde las
primeras semanas de exposicion. Esta disminucién se asocia positivamente tanto con el
tiempo de exposicion (semanas) como con la concentracion utilizada de arsenito sédico
(dosis). Aunque la tendencia general es equivalente para los dos factores estudiados, se
aprecian algunas diferencias entre ellos. Asi, en las primeras semanas la reduccién del
factor HNF4a es mas marcada; en cambio, en las ultimas semanas se observa una
disminucién un poco mayor del factor HNF1a. Estos efectos son seguramente debidos a
la capacidad de regulacion de estos dos factores entre ellos.

Cuando se llevo a cabo la cuantificacidon de las bandas obtenidas, los valores obtenidos
fueron para la semana 3 de 100, 57,77 y 24,15%; para la semana 6 de 100, 74,10 y
29,04%; para la semana 10 de 100, 54,13 y 31,95%; mientras que para la semana 17
éstos fueron de 100, 57,31 y 47,12%. Estos valores se refieren a las exposiciones de 0, 5

y 10 uM de arsenito sédico, respectivamente.
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Figura 30 Disminucion de la expresion de HNF1la en células expuestas a dosis subtéxicas de
arsenito sodico (5 y 10 uM) de forma crénica (semanas). De forma general se observa una
disminucién importante en la expresién de este factor hepdtico tanto tiempo-dependiente como
dosis-dependiente. (A) Expresién proteica del factor HNFla cuando las células se han expuesto
durante 3, 10 y 17 semanas a 5 y 10 pM de arsenito sédico. Se observa en todas las semanas
estudiadas, cuando las células estdn expuestas tanto a 5 como a 10 pM, una disminucién significativa
de la expresion a nivel de proteina comparada con las células control. (1, 2, 3) HepG2 control, no
expuestas a arsenito sédico; (4, 5, 6) HepG2 expuestas a 5 uM; (7, 8, 9) HepG2 expuestas a 10 pM
de arsenito sédico. (B) Graficado de los valores obtenidos al cuantificar las bandas del western blot.
Los niveles de expresion del HNF1a en la semana 3 fueron de 100, 74,40 y 46,54%; para la semana
6 éstos fueron 100, 82,41 y 36,18%; para la semana 10 fueron 100, 47.29 y 34.86%; y, finalmente,
para la semana 17 estos fueron de 100, 45,92 y 15,90% cuando las HepG?2 se expusieron a 0, 5y 10
UM de arsenito sddico, respectivamente. Como proteina de referencia se ha usado la B-actina.
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Figura 31 Disminucion de la expresion de HNF4a en células expuestas a dosis subtéxicas de
arsenito sédico (5 y 10 uM) de forma crénica (semanas). De forma general se observa una
disminucién importante en la expresiéon de este factor hepatico al exponer las HepG2 de forma
crénica (semanas) a dosis de 5 y 10 uM de arsenito sédico. (A). Expresién proteica del factor
HNF4a cuando las células se han expuesto durante 3, 10 y 17 semanas a 5 y 10 pM de arsenito
sddico. Se observa en todas las semanas estudiadas, independientemente del si las células han estado
expuestas a 5 como a 10 uM, una disminucién significativa de la expresién a nivel de proteina, en
relacién con lo observado en las células control. (1, 2, 3) HepG2 control, no expuestas a arsenito
sodico; (4, 5, 6) HepG2 expuestas a 5 uM; (7, 8, 9) HepG2 expuestas a 10 uM de arsenito sédico.
(B) Graficado de los valores obtenidos al cuantificar las bandas del western blot. Los niveles de
expresion del HNF4a en la semana 3 fueron de 100, 57,77 y 24,15%; para la semana 6 estos fueron
100, 74,10 y 29,04%:; para la semana 10 fueron 100, 54,13 y 31,95%; y, finalmente, para la semana
17 estos fueron de 100, 57,31 y 47,12% cuando las HepG2 se expusieron a 0, 5 y 10 uM de arsenito
sédico, respectivamente. Como proteina de referencia se ha usado la B-actina.
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4.5.2. La alteracién de la expresion de HNF1a y HNF4a es dependiente de

la presencia de arsénico en el medio

Ante la pregunta de si la respuesta observada se mantenia en ausencia de arsénico en el
medio o si por el contrario ésta se mantenia, se disefid el siguiente experimento.

A las células HepG2 expuestas de forma crénica durante 10 semanas con 10 uM de
arsenito sédico, se les cambi6 el medio con arsénico por medio sin arsenito sddico. Los
efectos en la expresion de estos dos factores nucleares hepaticos, el HNFlo y HNF4a,
se estudiaron a nivel de proteina a lo largo del tiempo después de 48, 72, 96 y 120 horas

del cambio de medio.
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Figura 32 La disminucion de la expresion de HNFlo y HNF4a inducida por el
arsenito sodico es dependiente de la presencia de éste en el medio. Las células HepG2
expuestas de forma crénica durante 10 semanas, a una dosis subtdxica de arsenito sédico,
10 uM, se les substituy6 el medio con arsénico por medio sin este elemento y se estudié la
expresién de HNFloa y HNF4a a lo largo del tiempo (0, 48, 72, 96 y 120 horas). A lo largo
de este tiempo se observé una tendencia a la recuperacion de la expresion de estos dos
factores, indicando que para el mantenimiento de valores bajos de éstos es necesaria la
presencia de arsenito sddico de forma continua. Especificamente los niveles de expresion
del HNF1a fueron de 37,42, 55,89, 37,65, 78,09 y 76,52% al cabo de 0, 48, 72, 96 y 120
horas, respectivamente, después de la eliminacién del arsenito sédico del medio. Los
niveles en el caso del HNF4a fueron de 28,71, 33,61, 80,78, 81,12 y 78,56% a las 0, 48,
72, 96 y 120 horas, respectivamente, después de la eliminacion del arsenito sédico del
medio.

Los resultados de este estudio indican que los dos factores, HNFla y HNF4a, sufren
una tendencia a la recuperacion de la expresion al retirar el arsenito sédico del medio
(Figura 32). La recuperacién de estos dos factores va aumentando a lo largo del tiempo,
y aunque en el caso del factor HNF4a se llega alrededor del 80% de expresion respecto

a las células control (nunca expuestas al arsenito sédico) ya a las 72 horas de
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eliminacién del arsenito sédico del medio, en el caso del HNF1a, para observar unos
niveles de recuperacion parecidos, nos tenemos que esperar a las 96 horas.

Esto nos indica que para mantener un fuerte efecto del arsenito sddico en los niveles de
expresion de estos dos factores es necesaria la presencia de éste en el medio de forma
permanente. Sin embargo hay que sefialar que parece que la expresion no llega a
recuperarse del todo, ya que los niveles alcanzados a las 96 horas se mantienen hasta las

120 horas.

4.5.3. Las células HepG2 expuestas a dosis subtoxicas de arsenito sédico
de forma cronica presentan adaptabilidad a este elemento

Con la finalidad de estudiar si las células se adaptan a la exposicion crénica al arsenito
sddico, se realizé un ensayo de toxicidad en las células HepG2 expuestas durante 10
semanas a las dosis subtoxicas de arsenito sédico, de 5 y 10 uM. En el ensayo de
toxicidad las células se expusieron a 5, 10, 50, 100 y 150 uM de arsenito sédico. Los
resultados indican que las células previamente expuestas al arsenito s6dico presentan
una supervivencia relativa mayor que las células control (no expuestas previamente a
arsenito s6dico) cuando éstas se exponen a dosis toxicas (50, 100 y 150 uM) de arsenito
sodico (Figura 33).

De manera cuantitativa los valores de supervivencia relativa observados en las células
control fueron de 100, 107,09, 101,67, 70,97, 56,00 y 1,86%, mientras que para las
células expuestas previamente a 5 uM de arsenito sddico estos valores fueron de 100,
119,99, 99,31, 88,61, 71,57 y 20,26%. Para las expuestas a 10 uM los valores obtenidos
fueron 100, 116,02, 105,12, 95,10, 76,61 y 19,96%. Todos estos valores se obtuvieron
cuando se expusieron a 5, 10, 50, 100 y 150 uM de arsenito sddico, respectivamente. Si
a partir de los resultados obtenidos se calculan las LCsy éstas son de 88,09, 114,05 y
119,14 puM, para las células control, y las expuestas a S uM y a 10 uM de arsenito
sddico, respectivamente.

Estos resultados nos indican que las células HepG2 expuestas cronicamente a arsenito
sddico presentan la capacidad de adaptarse parcialmente a la presencia de este elemento
en el medio, al presentar una supervivencia significativamente mayor que las células no

expuestas previamente a arsenito sédico, evaluada como una mayor LCs.
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Figura 33 Adaptacion de las células HepG2 a la exposicion al arsenito sédico, tras la exposicion
cronica (10 semanas), a dosis subtéxicas de arsenito sédico (5 y 10 pM). Con las células expuestas
crénicamente se hizo un ensayo de toxicidad, exponiéndolas a 0, 5, 10, 50, 100 y 150 uM de arsenito
sédico durante 24 horas. En las células expuestas previamente, tanto con 5 como con 10 uM de arsenito
sédico, se observa una mayor viabilidad respecto a las células control, no expuestas previamente a este
elemento. Este efecto se observa de forma significativa a partir de la exposicién a 50 pM de arsenito
sddico. Concretamente los valores de viabilidad relativa en las células control fueron de 100, 107,09,
101,67, 70,97, 56,00 y 1,86%; para las células expuestas previamente a 5 uM de arsenito sédico los
valores fueron 100, 119,99, 99,31, 88,61, 71,57 y 20,26%; mientras que para las expuestas a 10 pM
fueron de 100, 116,02, 105,12, 95,10, 76,61 y 19,96%. Estos valores se obtuvieron tras la exposicién a
5, 10, 50, 100 y 150 uM de arsenito sédico, respectivamente.

4.6. Disminucion de la expresion HNF4a in vivo

Una vez observados los cambios de expresion de los factores HNFlo y HNF4a en las
células HepG2 tratadas de forma crénica (semanas), se quiso ver si estos efectos se
daban también in vivo. Tal y como ya se ha comentado, en un estudio previo realizado
en nuestro Grupo se expuso a un grupo de hamsteres de forma crénica (durante 18
semanas) a arsenito sodico a través del consumo de agua de beber (0,27 mg NaAsO,/L;
pH =7.5). Por lo tanto, en nuestro trabajo hemos utilizado tejido proveniente del higado
de tanto los animales tratados como los controles, para llevar a cabo un estudio a nivel
de proteina de la expresion de HNFla y HNF4a, con la finalidad de ver si el efecto
observado in vitro también tenia lugar in vivo.

En la Figura 34 se encuentran graficados los resultados de este estudio, en el que se
observa una disminucion de la expresion del HNF4a, del 50%, en los animales
expuestos, en comparacion con los animales control. Sin embargo, no se observan
diferencias significativas en la expresion del factor HNF1a entre los dos grupos de

estudio.
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Figura 34 Disminucién de la expresion del factor HNF4a in vivo. Un conjunto de 11,
Golden Syrian hdmsteres, se dividieron en dos grupos, los animales tratados (n=6) y los
animales control (n=5). Los animales tratados se expusieron a arsenito sédico (15 mg/L) a
través del consumo de agua contaminada con este elemento durante 18 semanas. Se
extrajo proteina del higado de todos los hdmsteres (tratados y controles) y se estudi6 la
expresion de HNFla y HNF4a. Los resultados muestran diferencias significativas en la
expresion del factor HNF4a entre los animales expuestos a arsenito sddico (55,10%) y los
controles (100%). En cambio, no se observan diferencias por lo que hace a la expresién
del factor HNF1a entre los dos grupos de estudio. Como proteina de referencia se uso la
[-actina.

4.7. Efecto del arsénico en los procesos tumorales

Dado el papel que juegan los factores HNFlal y HNF4a en los procesos de
desdiferenciacién y carcinogénesis, nuestro estudio persigue demostrar si las
variaciones en expresion se encuentran también ligadas a marcadores relacionados con
el proceso tumoral. Por lo tanto, se propuso que el arsénico, a través de la alteracion de
la expresion de los factores HNFla y HNF4a, podria estar induciendo desdiferenciacién
celular, afectando a la poblacion de células madre cancerosas.

Los efectos en la desdiferenciacion celular se estudiaron mediante el andlisis de la
expresion de un conjunto de marcadores hepaticos, como PEPCK2, ALDOB y Cypla,
asi como a través del andlisis de la expresion de dos marcadores: Slain y Slug, de la
transicion epitelio-mesénquima. La motilidad se estudié a partir del andlisis de las

MMP, proteinas que participan en la degradacion de la matriz extracelular.
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4.7.1. Las células expuestas de forma crénica a dosis subtéxicas de arsenito
sédico presentan una disminucién de la expresion de un conjunto

de marcadores hepaticos (PEPCK2, ALDOB y Cypla)

Con el fin de estudiar si la exposicién al arsénico induce desdiferenciacion en las células
HepG?2 expuestas de forma prolongada al arsenito sddico, se estudié la expresion de 3
marcadores de diferenciacion epitelial en los hepatocitos: ALDOB, PEPCK2 y Cypla.
Para ello, en las células HepG2 expuestas durante 17 semanas a dosis subtoxicas de
arsenito sodico (5 y 10 pM), se estudio la expresion de dichos marcadores hepéticos con
la finalidad de estudiar si en las células HepG2 expuestas de forma crénica a arsenito
sédico se daba una desdiferenciacion celular, perdiendo de esta forma la expresion de

marcadores hepéticos.
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Figura 35 Disminucion de la expresion de un conjunto de marcadores hepaticos
(PEPCK2, ALDOB y Cypla) en las células expuestas créonicamente a dosis
subtéxicas de arsenito sédico. Tras 17 semanas de exposicion crénica a dosis subtdxicas
de arsenito sédico (5 y 10 uM), se llevé a cabo un estudio de expresién de un conjunto de
marcadores hepdticos observiandose que las células expuestas presentan una disminucién
significativa de todos ellos, respecto a los valores observados en las células control. Los
niveles de expresion en PEPCK2 fueron de 100, 49,11 y 40,42%; para ALDOB de 100,
37,70 y 41,72%; mientras que para Cypla fueron de 100, 38,90 y 23,17%. Estos valores
se obtuvieron en las células expuestas a 0, 5 y 10 uM de arsenito sddico, respectivamente.

Tal y como se observa en la Figura 35 en las células expuestas durante 17 semanas a
dosis de 5 y 10 pM de arsenito sodico se da una disminucién significativa de la
expresion de los marcadores hepaticos estudiados, PEPCK2, ALDOB y Cypla. Esto

nos indica que existe una pérdida de diferenciacion en éstas.
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Hay que senalar que los niveles de expresion observados en las células expuestas para
los tres marcadores estudiados son inferiores al 50% de los observados en las células
control, llegando incluso a niveles del 23% de expresion del Cypla en las células

expuestas a 10 uM de arsenito sodico.

4.7.2. Alteracion de la expresion de Slain y Slug en las HepG2 expuestas

de forma crénica a dosis subtoxicas de arsenito sodico

Con el objetivo de estudiar si la exposicidon cronica al arsénico en las células HepG2
induce la transicion EMT, se estudi6 la expresion de dos marcadores, Snail y Slug tras
la exposicion de las células HepG2 durante 20 semanas a dosis subtoxicas (5 y 10 uM)

de arsenito soédico.
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Figura 36 Alteracion de la expresion de Slain y Slug a nivel de mensajero, en
las células expuestas cronicamente (20 semanas) a dosis subtéxicas de arsenito
sodico. Las células HepG2 se expusieron a dosis subtéxicas (5 y 10 uM) de
arsenito sédico de forma crénica, y a la semana 20 se estudiaron los niveles de
expresion de Slain y Slug. Al estudiar la expresion de Slain se ha observado una
ligera disminucién de la expresién de este gen, 72,38 y 75,14% respecto a las
células control, en las células expuestas a 5 y 10 uM de arsenito sédico,
respectivamente. En cambio, al estudiar la expresion de Slug se observa un
aumento considerable de los niveles de expresion de éste, siendo del 227,28% en
las células expuestas a 5 pM y de 1592,75% en las expuestas a 10 pM de arsenito
sddico, respecto a la expresion de las células controles.

Los resultados nos muestran que las células expuestas presentan una alteracién de la
expresion de Slain y Slug, tal y como podemos observar en la Figura 36.

Por lo que respecta a Slain se ha observado una ligera disminucién de su expresion,
siendo ésta de alrededor del 70% respecto el control, tanto para la exposicién a 5 como
a 10 uM de arsenito sédico. En cambio, al estudiar la expresion de Slug se ha detectado

un aumento considerable de la expresion de este gen en las células expuestas al arsenito

96



Resultados

sddico, siendo este aumento de alrededor de 230% en las células tratadas con 5 uM y

del 1600% en las células tratadas con 10 uM, respecto a las células control.

4.7.3. Aumento de la actividad proteica de las metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y MMP-9) en las células expuestas de forma crénica a

dosis subtoxicas de arsenito sodico

Un factor importante en la tumorigénesis es la capacidad de degradar la matriz celular,
lo que facilita la diseminacién. Con la finalidad de estudiar si la exposicién prolongada
de las células HepG2 a arsenito sdédico estaba induciendo la progresion tumoral hemos
estudiado la actividad de las MMPs como marcador de la capacidad de degradacién de
la matriz celular.

En este experimento s6lo hemos utilizado las células HepG2 expuestas de forma crénica
a 5 uM de arsenito sédico. A las 20 semanas de exposicion se estudié la actividad, de
MMP-2 y MMP-9, mediante la técnica de zimograma. Esta técnica permite conocer si
las células HepG2 expuestas presentan una mayor actividad de estas metaloproteinasas,

lo que se relaciona con la capacidad de invasion.
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Figura 37 Aumento significativo de la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y MMP-9). Las células HepG2 se expusieron crénicamente a 5 pM de arsenito
sddico. A la semana 20 de exposicidn se estudid, utilizando el zimograma, la actividad de
la MMP-2 y la MMP-9 observdndose un aumento de éstas en las células expuestas
respecto a las células control. El aumento de la MMP-2 fue del 158,46% y la de la MMP-9
del 248,99%, respecto a las células control.
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Los resultados obtenidos nos muestran que las células expuestas a 5 uM de arsenito
sddico durante 20 semanas presentan una mayor actividad de estas enzimas respecto a
las células control de la misma semana de exposicion (Figura 37).

Cuando se cuantifica este incremento de actividad, se ve que la de la MMP-2 en las
células expuestas es del 158%, respecto las células control. En el caso de la MMP-9, las

células expuestas presentan una actividad del 249%, respecto a las células control.

4.8. Efecto del arsénico en la subpoblacion de células madre de la
linea celular HepG2

Con la finalidad de saber si la exposicion al arsénico estaba teniendo algun efecto en la
subpoblacionde células madre tumorales (CSCs) se estudié la expresion de dos
marcadores de CSCs, el CD90 y el CD133, para poder determinar variaciones en las
proporciones de esta subpoblacién. Por otro lado, se utilizaron también cuatro
marcadores de pluripotencia, Oct3/4, c-Myc, Lin28 y Notch2, para detectar posibles

variaciones en la expresion de los mismos.

4.8.1. Las HepG2 expuestas de forma cronica a dosis subtoxicas de arsenito
sodico presentan una disminucion de la expresion de CD90 y

CD133

A las 17 semanas de exposicion, y a dosis subtdoxicas de arsenito sédico (5 y 10 uM), se
estudi6 la expresion de dos marcadores de células madre tumorales (CD90 y CD133)
con el fin de determinar si el arsenito sddico es capaz de interaccionar sobre el subgrupo
de células madre tumorales presentes en la linea HepG2.

Tal y como se observa en la Figura 38, en las células expuestas durante 17 semanas a
dosis de 5 y 10 uM de arsenito s6dico se da una disminucién significativa de la
expresion de ambos marcadores, CD90 y CD133. De manera comparativa se ve que la
expresion de CD90 se ve mds alterada que la de CD133; asi, CD90 llega a presentar una
expresion del 23% respecto las células control, mientras que los niveles de expresion

del CD133 llegan a ser del 60% respecto al control.
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Figura 38 Disminucion de la expresion de dos marcadores de células madre
tumorales (CD90 y CD133) en las células expuestas cronicamente a dosis subtéxicas
de arsenito sodico. Las células HepG2 se expusieron a dosis subtdxicas (5 y 10 uM) de
arsenito sodico 17 durante semanas. En ese momento se estudié la expresién de CD90 y
CD133 y se observé una disminucién de ambos, respecto a las células control. Los
niveles de expresion de CD90 fueron de 100, 25,22 y 23,99%, y los de CD133 de 100,

92,94 y 60,34%, en las células expuestas a 0, 5 y 10 puM de arsenito sdédico,
respectivamente.

4.8.2. Las células HepG2 expuestas de forma crdonica a dosis subtoxicas de

arsenito sodico presentan una disminuciéon de la expresion de
Lin28, c-Myc, Notch2 y Oct-3/4

La expresion de Lin28, c-Myc, Notch2 y Oct3/4 se estudié a las 6 y 17 semanas de
exposicion, en las células HepG?2 expuestas a S y 10 uM de arsenito sédico.

Los resultados obtenidos se expresan en la Figura 39 (A y B). Estos resultados nos
indican que las células crénicamente expuestas a dosis subtdxicas de arsenito sédico, 5
y 10 pM, presentan una disminucion de la expresion de Lin28, c-Myc, Notch2 y Oct3/4

y, por tanto, una pérdida de pluripotencia.
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Figura 39 Alteracion de la expresion de Lin28, c-Myc, Notch2 y Oct-3/4 en las células expuestas
créonicamente a dosis subtoxicas de arsenito sodico. Las HepG?2 se expusieron a dosis subtoxicas (5
y 10 uM) de arsenito sédico, durante 17 semanas y se estudio la expresion de Lin28, c-Myc, Notch2 y
Oct-4. Se observé en las células expuestas una disminucién de todos estos genes, respecto a las células
control. (A, B) Variaciones en la expresién en las semanas 6 y 17 después de los tratamientos con 5 y
10 puM, respectivamente. (C) Bandas de expresion en la semana 17 de Lin28, c-Myc y Oct3/4, en las
que se observa una clara disminucién de la intensidad en las células expuestas a 5 y 10 uM respecto a
las células control. Como proteina de referencia se ha usado la B-actina.
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Los niveles de expresién en Lin28 para la semana 17 fueron de 47,08 y 59,18% respecto
el control, cuando las células se expusieron a 5 y 10 uM, respectivamente. Los niveles
de expresion de c-Myc para la semana 6 fueron de 109,32 y 83,65% y para la semana 17
de 53,36 y 31,31% respecto el control, cuando las células fueron expuestas a5y 10 uM,
respectivamente. Los niveles de expresion de Notch2 para la semana 6 fueron de 67,60
y 43,90% y para la semana 17 de 116,52 y 57,3% respecto el control, cuando las células
fueron expuestas a 5 y 10 uM, respectivamente. Los niveles de expresion de Oct3/4
para la semana 6 fueron de 62,56 y 34,73, para la semana 17 de 27,00 y 39,80%
respecto el control, cuando las células se expusieron a 5 y 10 uM, respectivamente.

Una visualizacién de la disminucion en la expresion de los marcadores utilizados se
puede contemplar en la Figura 39 (C). Aqui se representan tan sélo la expresion de
Lin28, c-Myc y Oct-4 en la semana 17, tras la exposiciéon a 5 y 10 uM de arsenito
sodico. Se puede apreciar la clara disminuciéon en la expresion de los marcadores

indicados.

4.9. Alteracion del metabolismo de la glucosa en las células HepG2
expuestas de forma crénica a una concentracion subtoxica de

arsenito sodico

Dado la asociacién entre exposicion a arsénico e incidencia de diabetes, ademds de
cancer, una de nuestros objetivos ha sido estudiar si la exposicion crénica al arsenito
sddico en las HepG2 tiene algin efecto en el metabolismo de la glucosa.

Para probar nuestra hipétesis las células HepG2 se expusieron de forma crénica a 5 uM
de arsenito sédico y a las 20 semanas de exposicion se estudié la produccién de glucosa,
con la finalidad de ver si la exposicion al arsenito sodico estaba induciendo alguna
alteracion en el metabolismo de la glucosa.

Como podemos ver en la Figura 41, la exposicién crénica de las células HepG2 a 5 uM
de arsenito sodico da lugar a una alteracién del metabolismo de la glucosa. En el medio
de las células HepG2 expuestas a 5 uM de arsenito sodico durante 20 semanas se
encuentra mas glucosa que en las células control, con unos niveles de 220% de glucosa

versus el 100% de las células control.
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Figura 40 La exposicién créonica a concentraciones subtoxicas de arsenito sédico (5 uM) de forma
créonica da lugar a la alteracion del metabolismo de la glucosa. Las HepG2 se expusieron de forma
crénica a 5 uM de arsenito sédico y tras 20 semanas de exposicion se estudi6 la cantidad de glucosa en
el medio. Como se observa, las células HepG2 expuestas en estas condiciones presentan mds glucosa en
el medio (220,78%) que las células control (100%).

Aunque la medicién de glucosa del medio nos indica que el arsénico estd induciendo
una alteracién de su metabolismo, otro aspecto también interesante es ver si el arsénico
también induce resistencia a la insulina en las células HepG2. Para probar esta hipétesis

se afladi6 insulina en el medio y posteriormente se midieron los niveles de glucosa.
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Figura 41 La exposicién cronica a concentraciones subtéxicas (5 pM) de arsenito sédico no
supone una pérdida de capacidad de responder a la insulina. Las HepG2 se expusieron de
forma crénica a 5 pM de arsenito sédico. Tras 20 semanas de exposicion se les afiadié 1 pM de
insulina y se midieron los niveles de glucosa en el medio. En respuesta a la insulina las células
control pasaron a producir menos glucosa, 68,43%, respecto las células control (100%). Las
células expuestas también responden a la presencia de la insulina, reduciendo la produccién de
glucosa al 106,33% respecto a las células control (100%).

Los resultados obtenidos se expresan en la Figura 41. Asi, cuando se afiade insulina (1

uM) a las células control (no expuestas al arsenito sédico) se observa una disminucién
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de los niveles de glucosa en el medio. Las células expuestas a la insulina presentan unos
niveles del 68,43% de glucosa en el medio, respecto a las células control (no expuestas
al arsenito sédico y sin insulina en el medio). Se observa que las células HepG2
expuestas al arsenito sédico no pierden su capacidad de responder a la presencia de
insulina en el medio, ya que el porcentaje de glucosa en el medio disminuye a 106,33%
respecto al control, el cual era de 220,78% sin la adicion de la insulina en el medio. Asi,
éstas recuperan casi los niveles normales de glucosa (100%, nivel de las células control
sin adiccién de insulina) al estar presente la insulina en el medio.

Como resumen, tanto las células expuestas como las controles respondieron a la insulina
de forma parecida, por lo que en las condiciones estudiadas el arsenito sédico induce
una alteracion de la homeostasis de la glucosa, pero no resistencia a la insulina.

Los niveles de expresion en Lin28 para la semana 17 fueron de 47,08 y 59,18% respecto
el control, cuando las células se expusieron a 5 y 10 uM, respectivamente. Los niveles
de expresion de c-Myc para la semana 6 fueron de 109,32 y 83,65% y para la semana 17
de 53,36 y 31,31% respecto el control, cuando las células fueron expuestas a 5y 10 uM,
respectivamente. Los niveles de expresion de Notch2 para la semana 6 fueron de 67,60
y 43,90% y para la semana 17 de 116,52 y 57,3% respecto el control, cuando las células
fueron expuestas a 5 y 10 uM, respectivamente. Los niveles de expresiéon de Oct3/4
para la semana 6 fueron de 62,56 y 34,73, para la semana 17 de 27,00 y 39,80%
respecto el control, cuando las células se expusieron a 5 y 10 uM, respectivamente.

Una visualizacion de la disminucion en la expresion de los marcadores utilizados se
puede contemplar en la Figura 39 (C). Aqui se representan tan sélo la expresion de
Lin28, c-Myc y Oct-4 en la semana 17, tras la exposiciéon a 5 y 10 uM de arsenito
sédico. Se puede apreciar la clara disminucién en la expresién de los marcadores

indicados.

103






5. DISCUSION
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Los resultados obtenidos en esta Tesis nos muestran que las células HepG2 son un
material apropiado para realizar estudios sobre el papel carcinogénico y diabetogénico
del arsénico. Estas expresan los principales transportadores del arsénico y la enzima
fundamental (AS3MT) para la metabolizacién del arsénico inorgdnico; ademads,
mediante el andlisis de las especies de arsénico presentes tanto en las células como en el
medio, tras su exposicién con arsénico inorgéanico, se ha podido comprobar cémo esta
linea celular es capaz de metabolizarlo.

También hemos podido demostrar que la exposicién al arsénico induce la alteracién de
la expresion de los factores nucleares hepdticos seleccionados, tanto en tratamientos
agudos como en crénicos y, que el efecto sobre el factor HNF4a por parte del arsénico
compromete la viabilidad celular. El aspecto mds destacado de este trabajo ha sido la
demostraciéon de que la exposiciéon prolongada a arsénico supone la induccién de
procesos tumorales tales como la desdiferenciacion, la transicion epitelio-mesénquima y
la remodelacion de la matriz, asi como efectos especificos sobre la subpoblaciéon de
células madre cancerosas de la linea celular HepG2. Ademads, y de manera preliminar,
esta Tesis muestra que el arsénico altera el metabolismo de la glucosa y que esta
respuesta es independiente de la insulina.

Después de esta descripcion general de los resultados obtenidos pasaremos a discutir,

punto por punto, los distintos resultados obtenidos en el desarrollo de esta Tesis.

5.1. La linea celular HepG2 es un buen modelo para el estudio in
vitro de los mecanismos de accion del arsénico

El primer paso antes de empezar los estudios sobre los mecanismos de accion de este
metaloide fue conocer si esta linea celular era capaz de incorporar el arsénico
inorganico del medio. Pata ello, mediante una RT-PCR se estudié la expresiéon a nivel
del mensajero de un conjunto de genes relacionados con el transporte del arsénico hacia
dentro y hacia fuera de la célula. Los transportadores estudiados fueron: AQP3, AQP9Y,
GLUTI, GLUT2, GLUT3, MRP1 y MRP2. También se estudio la expresion de ASIMT,
cuya enzima es fundamental para la bio-metabolizaciéon del arsénico (Nicolis et al.,
2009, Drobna et al., 2010).

El andlisis de la expresion de estos transportadores nos muestra como las células HepG2

expresan todos los transportadores estudiados: MRP1, MRP2, GLUT1, GLUT2, GLUTS3,
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AQP3 y AQP9. La expresion de los transportadores AQP3 y AQP9 en las células
HepG2 ha sido también observada en un reciente trabajo (Rodriguez et al., 2011),
reforzando nuestras observaciones. Por lo que hace a la expresiéon de GLUTI y GLUT2
en las células HepG2, ésta ya habia sido observada con anterioridad a este trabajo
(Chung et al., 2003, Burkhardt et al., 2005), pero no hay ningin estudio en el que se
haya confirmado la presencia de GLUT3, siendo por lo tanto éste el primer trabajo en el
que se muestra su expresion en esta linea celular. Finalmente, y por lo que hace a la
expresion de los transportadores MRPI y MRP2, nuestros resultados confirman lo
previamente observado por Le Vee et al. (2006). La expresion de todos estos
transportadores de arsénico en las células HepG2 nos indica que éstas poseen la
capacidad de transportar los compuestos de arsénico a través de su membrana
convirtiéndose, por tanto, en un buen modelo para llevar a cabo estudios con este
elemento. También hemos demostrado que estd linea celular expresa el gen ASIMT,
requisito fundamental para la metilacién del arsénico y, por lo tanto, para su
metabolizacién. La expresion de este gen en las células HepG2 y en otras lineas
hepaticas ya se habia detectado en otros estudios (Drobna et al., 2006), aunque no todas
las lineas celulares expresan este gen; asi, por ejemplo, la linea celular UROtsa (células
uroteliales) no lo expresa y, por lo tanto, no tienen la capacidad de metabolizar el
arsénico (Drobna et al., 2005).

Una conclusién de estos resultados es que la linea celular HepG2 es potencialmente
capaz de captar el arsenito s6dico y de metabolizarlo; sin embargo, para estar seguros
hay que demostrar de manera directa que esto realmente sucede. Es por esto que
procedimos a detectar la presencia de las distintas especies de arsénico tanto en el medio
como en las células, mediante el analisis de éstas con HPLC. Los resultados de este
andlisis nos muestran que un 98,33% del arsénico total se encuentra en estado
inorgdnico y un 1,67% en estado orgdnico, lo que nos confirma tanto la capacidad de
transportar el arsénico al interior de las células HepG2 como su metabolizacion. Estos
resultados concuerdan con lo recientemente publicado (Watanabe et al., 2011) donde
tras la exposicion de las células HepG2 a 5 uM de arsenito sédico durante 24 horas, se
observé la presencia de las diferentes especies de arsénico, tanto a partir de la lisis
celular como del medio. Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos en el
estudio citado, en ambos casos se encuentra mas arsénico total en el medio que en el

I

interior de la célula, siendo el compuesto predominante en el medio el iAs™ . Esto nos

indica que las células s6lo son capaces de captar parte del arsénico anadido en el medio,
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y que la mayoria del arsenito sédico afiadido mantiene su valencia trivalente. Por lo que
hace a las especies de arsénico detectadas en el medio, aunque en el mencionado
articulo sélo son capaces de detectar las especies inorgdnicas estudiadas, en cambio en
nuestro estudio, aparte de las especies inorganicas, también hemos podido detectar las
especies organicas, lo que nos muestra que estd teniendo lugar un transporte de las
especies de arsénico metabolizadas por las células HepG2 hacia el exterior,
principalmente MMA™ y MMA", aunque también hemos detectado la presencia de
DMA". Por lo que hace al arsénico internalizado, hemos detectado tanto las especies
inorgdnicas como las organicas, aunque la mayoria del arsénico dentro de las células es

L . . L . .. 111
arsenico 1morganico, pr1n01palmente As

. Por lo que hace las especies orgdnicas, el
compuesto mayoritariamente detectado es el DMA", que hay que recordar que, segiin el
esquema cldsico del metabolismo del arsénico, es el producto final de la ruta. La
conclusion que extraemos de todos estos resultados es que las células HepG2 llevan a
cabo la metabolizacion del arsenito sédico de manera eficiente, independientemente de

si los tratamientos han sido de 24 6 de 48 horas.

5.2. Efectos toxicos del arsénico en la linea celular HepG2

Una vez demostrada la eficiencia de la linea celular HepG2 para transportar y
metabolizar el arsénico, se traté de ver el efecto de diferentes dosis sobre la viabilidad
celular, con la finalidad de poder seleccionar concentraciones subtoxicas a las que poder
realizar los distintos experimentos disefiados en esta Tesis.

Es obvio que los resultados pueden diferir dependiendo del sistema utilizado para medir
la viabilidad. Asi, cuando se utilizé el sistema XTT se obtuvieron valores de LCso de
67,50 y 54,50 uM tras exposiciones de 24 y 48 horas, respectivamente. Al utilizar el
recuento celular la LCsy observada tras 24 horas de exposicion fue de 88,76 uM. Por
dltimo, el valor de LCsg observado con el NucleoCounter fue de 48,54 uM tras 24 horas
de exposicion. Como se ve, el valor de la LCsj obtenido al utilizar el recuento celular es
mas elevado que los valores resultantes al utilizar los otros dos sistemas, lo que puede
deberse a que, aunque antes de llevar a cabo el recuento de las células éstas se lavan con
PBS, se pueden llegar a contar tanto células muertas como vivas. Por otro lado, el valor
LCsp usando el sistema de NucleoCounter es menor que el obtenido usando el sistema
XTT, esta diferencia se puede asociar a un posible efecto del arsénico en la mitocondria

lo que podria alterar los resultados al usar el sistema XTT, ya que este sistema se basa
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en la medida de la actividad mitocondrial para cuantificar el nimero de células vivas.
De todas maneras, ya que cada técnica mide aspectos distintos de la viabilidad, estos
valores se deben tomar tan sélo como valores de referencia. Es por esto que en todos los
estudios posteriores llevados a cabo hemos utilizado como tope el valor de 10 pM, valor
significativamente mas bajo que el obtenido en cualquiera de las estimas de toxicidad
llevadas a cabo. Por lo tanto, el rango de dosis subtdxicas escogidas ha sido de 0,5, 2, 5
y 10 uM. La bondad de esta decision se sustenta en el hecho de que nuestros resultados
de toxicidad concuerdan con los valores obtenidos en un estudio reciente en el que
también se utilizaron células HepG?2 y arsenito sédico (Yamazaki et al., 2010).

Es obvio que la toxicidad puede depender de la linea celular escogida; asi, los resultados
de nuestro estudio indican que las células HepG2 son mads sensibles al arsenito soédico
que las células Chang (células hepaticas humanas), en las que se consideran dosis
subtdxicas hasta los 30 uM (Wang et al., 2009). De todos modos si hacemos un repaso
bibliografico sobre la sensibilidad de las células HepG?2 respecto a otras lineas celulares
vemos que éstas son bastante resistentes al arsénico, al compararlas por ejemplo con las
células BEAS-2B (células humanas de pulmén) o las HELAS3 (células humanas
cancerosas del cérvix), con una LCsy de 10 uM para las células BEAS-2B (Liao et al.,
2007, Yamazaki et al., 2010).

Para confirmar que las células estdn respondiendo al tratamiento con arsénico sddico
hemos estudiado la expresion de la metalotioneina (M7) y de la heme-oxigenasa
(HMOX), ya que se sabe que la expresion de estos genes se ve inducida en presencia de
arsénico. La MT es una proteina que se une a metales y actia protegiendo la célula
contra metales toxicos y, aunque la expresion de esta proteina se ve inducida por
diferentes compuestos (como hormonas y metales), se ha visto que el arsénico la induce
de manera significativa (Kreppel et al., 1993). Por otra parte, la HMOX es un enzima
hemo-oxigenasa que degrada grupos hemo, participando asi en la degradacion de la
hemoglobina y su expresion también se ve inducida por distintos compuestos, incluido
el arsénico (Zhao et al., 2011). Por lo tanto, los elevados incrementos observados en la
expresion de ambos genes, MT y HMOX, lo consideramos como un buen indicador de
respuesta a la exposicion al arsénico, de la misma manera que lo han utilizado otros
autores que estudian diversos aspectos ligados con la exposicion al arsénico (Liu et al.,
2008b, Lu et al., 2011).

Se ha observado que el arsénico es capaz de inducir una parada en el punto de control

localizado al final de la fase G2, antes de que las células entren en mitosis (McCabe et
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al., 2000, Rossman 2003, Tsou et al., 2006). Dada la finalidad de nuestro estudio nos
interesaba confirmar que las concentraciones subtdxicas seleccionadas no producian
ningun tipo de toxicidad, como podia representar la alteracion del ciclo celular. Asi, en
este trabajo hemos estudiado si en las condiciones de exposicion utilizadas se produce
alguna alteracion del ciclo celular en las células HepG2. Los resultados obtenidos nos
muestran que en las células expuestas no se han observado diferencias significativas en
el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular, con respecto a lo
observado en las células control. Esto nos confirma que la seleccién de dosis ha sido
adecuada. De hecho en el estudio de Li et al, (2011) se observa que las alteraciones del
ciclo celular se dan cuando las células HepG2 se exponen a concentraciones de trioxido
de arsénico a partir de 20 uM. De acuerdo con estudios llevados a cabo en nuestro
grupo (Soriano et al., 2007) el triéxido de arsénico es més téxico que el arsenito sodico,
por lo que la concentracion de 20 pM corresponderia al rango de dosis superiores a la
LCso.

Al igual que sucede con el ciclo celular la literatura también indica que los compuestos
de arsénico también promueven la apoptosis, que seria otra indicacién de toxicidad. Asi,
el trioxido de arsénico, que se usa como anti-cancerigeno para tratar la leucemia
promielocitica aguda (Desagher et al., 2000, Kilbride et al., 2010) induce apoptosis en
las células HepG?2 a partir de la concentracion de 10 uM (Kang et al., 2003). Por lo que
hace al efecto del arsénico sddico, las concentraciones que producen apoptosis son
bastante elevadas (100 uM), como encontraron (Yamazaki et al., 2010).

En base a los resultados anteriores se puede concluir que en las condiciones de
exposicion utilizadas en las HepG2 no se induce ni apoptosis ni alteracion en el ciclo
celular. Dada la estrecha relacién que existe entre ambos pardmetros, la parada en G2
estd relacionada con la apoptosis (McCabe et al., 2000), ambos resultados se refuerzan y

apoyan la buena seleccion de las dosis escogidas.
5.3. Relacion entre distintos factores nucleares seleccionados y la
exposicion al arsénico

Dado el objetivo principal de esta Tesis, ha sido necesario comprobar que la linea
celular HepG2 expresa los distintos factores nucleares seleccionados y que la expresion

de éstos se puede modular bajo la accion del arsénico en tratamientos agudos.
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Que la linea HepG?2 expresa los factores HNF1a, HNF40, HNF6a, PXR y FOXMI ya
habia sido indicado por distintos autores (Yu et al., 2001, Pramfalk et al., 2005, Yoshida
et al., 2006, Naspinski et al., 2008, Xia et al., 2009), pero referente a la existencia de
trabajos en los que se estudie la expresion de estos factores frente a la exposicion al
arsénico so6lo hay un articulo que relaciona esta exposicion con una alteracién de la
expresion del factor HNF4a (Yu et al., 2001).

Asi, una vez comprobada su expresion se estudid si habia algin efecto en la expresion
de éstos en las células expuestas durante 24 horas frente un rango amplio de
concentraciones de arsenito sodico (5, 10, 20, 50 y 100 uM). Los resultados nos indican
que el arsenito sddico tiene un efecto sobre la expresion de los dos factores finalmente
estudiados, HNFlo y HNF4a. Aunque hemos observado un efecto dosis-dependiente,
en ningiin momento la expresion de los dos factores ha sido inferior al 10%. El hecho de
que la expresion de estos dos factores no llegue a desaparecer podria tener una relacion
con la gran importancia que tienen éstos para la supervivencia de las células (Ryftfel
2001, Lannoy et al., 2002, Odom et al., 2004, Gao et al., 2010, Ning et al., 2010,
Ouyang et al., 2010, Pelletier et al., 2011, Koo et al., 2012, Wang et al., 2012). Ademas,
el hecho de que la alteracion en la expresion de estos factores depende de la dosis de
arsénico administrado nos indica que realmente el arsénico tiene un papel relevante en
su expresion.

Los resultados obtenidos en los tratamientos de 24 horas se repiten cuando las células
HepG2 se tratan durante 48 horas. En este caso, ademds de confirmar los resultados con
HNFla y HNF4o0 se comprobd que esta variacion en la expresion era extensiva a los
otros factores (HNF6a, PXR y FOXM1). Estos resultados se obtuvieron tanto a nivel
del mensajero como de la proteina, y de forma dosis-dependiente. Cabe destacar que el
efecto en la expresion a nivel del mensajero de todos los factores estudiados concuerda
con lo observado a nivel de proteina. El hecho de que hayamos observado una
disminucién de todos ellos coinciden con lo esperado ya que como se ha comentado
todos estos factores interaccionan entre ellos y, por lo tanto, puede ser que veamos
alterada la expresion de alguno de ellos sin que el arsénico tengo un efecto directo sobre
€l y que su efecto sea debido a la participacion de otro de los factores en el control de su
expresion. Referente a la interaccion entre estos factores la bibliografia nos indica que
HNF4a participa en el control de la expresion a nivel del mensajero de HNF1a, HNF6a,
PXR y HNF4a (auto-regulacion). Por su parte, HNF6a participa en la regulacion de
HNF4a, HNFla y FOXM1; mientras que HNF1a lo hace en la regulaciéon de HNF4a y
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HNFla (auto-regulacién). El factor PXR participa en la regulaciéon de HNF4a y, por
ultimo, FOXM1 participa en la regulaciéon de HNF6a (Li et al., 2000, Odom et al.,
2004, Lazarevich et al., 2008, Chen et al., 2010, Gao et al., 2010, Pelletier et al., 2011,
Koo et al., 2012).

Por lo que hace a la existencia de estudios que relacionen la expresién de estos factores
con la exposicion al arsénico, s6lo hay un estudio en el que se exponen las células
HepG2 a triéxido de arsénico y en el que se observé una disminucion en la expresion
del factor HNF4a (Yu et al., 2001). Aunque ya hemos comentado que el triéxido de
arsenito es mds toxico que el arsenito sédico, ambos compuestos son inorganicos y con
valencia 3, por lo que, en un sentido amplio nuestros estudios concordarian con los del
articulo citado, reforzando nuestra hipétesis de que los distintos factores estudiados son

un blanco de la actividad del arsénico.

5.4. Papel del factor HNF4a en la viabilidad celular

De todos los factores nucleares estudiados, se considera que el HNF4a es el principal
desencadenante de la cascada de interacciones, y es por esta razén que lo hemos
escogido como factor modelo; ademds, se sabe que este factor actia regulando el 12%
de los genes que se expresan en los hepatocitos (Lemaigre et al., 2004). Dada la gran
importancia de este factor en la homeostasis de los hepatocitos, proponemos que al
menos parte del efecto téxico inducido por el arsénico puede ser debido a la alteracion
inducida por este metaloide en la expresion del HNF4a. Con el fin de comprobar
nuestra hipdtesis, transfectamos las células HepG2 con pldsmidos portadores de
HNF4a. El objetivo de esta transfeccion era conseguir mayores niveles de expresion del
HNF4a en las células expuestas al arsenito y evaluar mediante un ensayo de viabilidad
si éstas se veian menos afectadas a las mismas concentraciones de arsenito soédico que
las células no transfectadas.

Los resultados claramente demuestran que las células HepG2 transfectadas muestran un
aumento significativo en la expresion de este factor, y que tras la exposicion a arsenito
sddico mantenian los niveles de expresion del factor HNF4a a diferencia de lo que les
sucede a las células no transfectadas. Hay que sefialar, que el mantenimiento de la
expresion se observo solo tras el tratamiento con concentraciones menores de 20 uM, ya
que a partir de esta concentraciéon el aumento de la expresion por el plasmido era
insuficiente para mantener niveles de expresion iguales a los de las células no tratadas

con arsénico.
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Por lo que hace referencia a los estudios de viabilidad, nuestros resultados nos muestran
que la LCs de las células transfectadas con pl-HNF4a es mayor que la de las células
control, lo que indica que éstas pasan a ser mds resistentes al arsénico al recuperar la
expresion del factor HNF4a. No podemos contrastar los resultados obtenidos, dado que
en la literatura existente no hay publicados estudios parecidos en los que se relacionen
los niveles de expresion del factor HNF4a con la viabilidad celular frente a la
exposicion al arsénico. Sin embargo, si que hay un estudio en el que se pone de
manifiesto que la expresion de ATFS, modula el efecto téxico del arsenito sdédico,
siendo éste un factor de transcripcion de respuesta al estrés relacionado con el efecto
toxico del arsénico. Sin embargo, en ese estudio se disminuye la expresion del gen
ATF5 mediante siRNA en vez que incrementar la expresion, como ha sido el objetivo
de nuestro estudio. Sin embargo, lo que es interesante es que la modulaciéon de la
expresion de este factor es capaz de cambiar los niveles de toxicidad, como sucede en
nuestro estudio (Majumder et al., 2011). Lo que proponemos en esta Tesis es que el
efecto del arsénico en la expresion de HNF4a, de forma parecida al efecto de ATFS,
también seria un mecanismo a través del cual el arsénico afectarfa a la viabilidad de las
células.

De este estudio también se extrae que las células, por el hecho de haber sido
transfectadas, son mds sensibles a la exposicion al arsenito sdédico. Seguramente esto es
debido a que la transfeccion es un proceso que afecta a la viabilidad de las células y las
que consiguen sobrevivir quedan mads sensibles a cualquier agente externo. De hecho
los efectos observados en la viabilidad de las células HepG2 transfectadas y tratadas con
arsenito sddico, respecto las no transfectadas, se han observado también en otros
estudios donde la LCsy de las HepG2 transfectadas tiene un valor parecido a los
obtenidos en este trabajo (Watanabe et al., 2011). Sin embargo, hay que recordar que
este factor ya se ha tenido en cuenta, tanto en el disefio del experimento como con la
evaluacion de los resultados, al incorporar los casos de células transfectadas con el

vector “vacio’.

5.5. Factores nucleares y exposicion cronica al arsénico

Una vez visto que bajo las condiciones de exposicion aguda, el arsénico es capaz de
inducir alteraciones en la expresion de los factores nucleares de interés, el objetivo se
desplaz6 a estudiar que sucedia en células expuestas de forma prolongada (semanas) al

arsénico. Este disefio nos permite acercarnos mas a las condiciones de exposicion a las
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que se encuentran expuestas las personas que viven en ambientes contaminados con
arsénico. La utilizacion de exposiciones prolongadas en el estudio de los efectos del
arsénico es una metodologia muy poco utilizada y, como hemos indicado, pretende
mimetizar las exposiciones naturales.

Esta aproximacion metodoldgica permite conocer la dindmica de la disminucion de la
expresion de los factores estudiados. Para ello, nos hemos centrado en el estudio de la
expresion de tan sélo los factores HNFla y HNF4a, ya que son éstos los que se
encuentran principalmente relacionados con el proceso cancerigeno y diabetogénico,
que es el objetivo de esta Tesis. Ademds, como ya se ha comentado, hay estudios que
proponen que el HNF4a es el factor principal de la cascada de sefiales en la red de
interaccion de los factores nucleares hepaticos (Ryffel 2001, Odom et al., 2004, Lucas
et al., 2005, Lazarevich et al., 2008, Pelletier et al., 2011).

Una conclusién de este estudio es que la expresion de HNFla y HNF4a se ve afectada
por la exposicion prolongada a concentraciones subtoxicas de arsénico. De igual manera
que sucedia en los estudios agudos, en estos estudios crénicos tampoco se llega a
inducir una desaparicién completa de la expresion de los factores. Por lo tanto, ambos
resultados apuntan a que se requieren unos niveles basales de estos dos factores para la
supervivencia de las células. Estos niveles minimos de expresion son de
aproximadamente el 20 y el 25% para HNF1a y HNF4a, respectivamente.

La confirmacién de que los niveles de expresion de HNFla y HNF4a se ven afectados
por la exposicion al arsenito sddico plantea la pregunta de si dicha variacién es
dependiente 0 no de la presencia de éste en el medio, o dicho de otra manera si la
alteracion en la expresion es o no reversible. Los resultados indican que el cambio de
medio con arsénico por medio sin arsénico, a las células expuestas durante 10 semanas,
induce una tendencia a recuperar los niveles de expresion de los factores, HNFla y
HNF4a. Sin embargo, la recuperacion de la expresion no es completa, llegando a ser
ésta de alrededor de un 80% de la expresion inicial. Esto nos indica que los efectos del
arsenito sédico sobre los niveles de expresion de los factores estudiados requieren la
presencia de éste en el medio de forma permanente, mostrando que el arsénico en parte
debe de estar afectando la expresion de estos factores a través de un mecanismo
dindmico y dependiente de su presencia. Trasladando esto a las condiciones de
exposiciéon de los grupos humanos expuestos, esto indicaria la posibilidad de una
recuperacion de los efectos inducidos en las personas expuestas de forma crénica si

dejaran de estarlo. Sin embargo, es posible que esta vision no sea aplicable a todos los
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efectos inducidos por el arsénico en la salud de las personas expuestas, ya que hay
estudios que muestran que la exposicién al arsénico durante la vida fetal tiene efectos en
la vida adulta, aun habiendo dejado de estar expuestos al arsénico (Tokar et al., 2011).

Otro aspecto que plantean nuestros resultados es si las células HepG2 expuestas a dosis
subtoxicas de arsenito sédico de forma prolongada presentan una adaptabilidad a la
toxicidad del arsénico. Los resultados de viabilidad utilizando las células previamente
expuestas al arsénico durante 10 semanas, muestran que las células previamente
expuestas presentan una mayor supervivencia relativa que las células control (no
expuestas previamente a arsenito sédico), cuando éstas se exponen de manera aguda a
dosis toxicas de este compuesto. Esto nos indica que las células HepG2 expuestas
crénicamente a arsenito sédico presentan la capacidad de adaptarse en parte a la
presencia de este elemento en el medio, presentando una supervivencia
significativamente mayor que las células no expuestas previamente a éste. Esto se
traduce en LCsy mayores. Estos resultados de adaptabilidad también se han observado
en otros estudios (Liu et al., 2001, Tokar et al., 2010), y se podrian explicar asumiendo
que, en respuesta a la exposicién al arsénico, la célula activa toda una serie de
mecanismos para protegerse de este elemento; mecanismos que ya tendrian activados
las células expuestas cronicamente a bajas dosis de arsénico, lo que les permite ser mas
resistentes a la exposicion aguda a dosis toxicas que aquellas células que no han estado
previamente expuestas al arsénico. Algunos autores proponen que este efecto de
adaptabilidad podria ser debido a un aumento en la expresion de proteinas
transportadoras de arsénico, que harian aumentar el eflujo de éste, reduciendo asi la

acumulacion de arsénico de las células (Liu et al., 2001).
5.6. Disminucion de la expresion HNF4a in vivo

Una vez confirmados los cambios de expresion en los factores HNFla y HNF4a en las
células HepG?2, tras la exposicion crénica con arsenito sédico, se trata de demostrar que
estos efectos se dan también in vivo y no es un “artefacto” causado por las condiciones
de cultivo in vitro.

Para ello se utiliz6 el material generado en un estudio previo (Herndndez et al., 2011) en
el que hamsteres se expusieron de forma crénica (durante 18 semanas) a arsenito sdédico
a través de agua de beber. El andlisis de los higados (tanto los animales tratados como
controles) nos muestra que in vivo también se observa una disminucion de la expresion

a nivel de proteina del factor HNF4a, llegando a ser esta disminucién de un 50% en los
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animales tratados, respecto a los controles. Asi, el efecto sobre el factor HNF4a por
parte del arsenito sddico in vivo concuerda con lo observado en el estudio in vitro con
las células HepG2, en las que también se observa una disminucién significativa de la
expresion de este factor, siendo ésta de alrededor del 50% en la ultima semana estudiada
(semanas 17).

En el higado de los hamsteres tratados no se han observado diferencias significativas en
los niveles de expresion de HNF1a a nivel de la proteina, aunque en el estudio previo,
utilizando la técnica DD-PCR, se observé una disminucién de la expresion de este
factor a nivel del mensajero (Herndndez et al., 2011). El hecho de que la expresion a
nivel del mensajero y a nivel de proteina concuerden en los estudios in vitro pero no en
los llevados a cabo in vivo, en el caso del factor HNF1a, podria ser debido a la alta
variabilidad observada entre los animales o al aumento de la complejidad en los
animales respecto a la linea celular, en los que podria estar interactuando algin otro
mecanismo en la regulacion de la traduccion del factor HNF1a, quizd debido a alguna
sefal externa, la cual no existiria al trabajar in vitro. Esto nos muestra la importancia de
estudiar lo que sucede a nivel de proteina, no tan sélo a nivel de mensajero. Aunque esta
discordancia refleja las limitaciones del estudio in vitro, respecto al estudio in vivo, los
estudios in vitro nos dan la oportunidad de estudiar ciertos aspectos que in vivo son mas

dificilmente alcanzables (Staton et al., 2004, Johnston et al., 2010).

5.7. Indicadores del potencial carcinogénico del arsénico in vitro

Nuestra hipdtesis era que el arsénico a través de la alteracion de la expresion de los
factores HNFla y HNF4a podria estar induciendo la génesis de un proceso tumoral. Por
ello es necesario demostrar la aparicion de marcadores de dichos procesos,
fundamentalmente desdiferenciacion celular y motilidad, en las células expuestas de
forma prolongada a dosis subtdxicas de arsenito sédico.

Para detectar que el proceso de desdiferenciacion se estaba originando, se estudid la
expresion de un conjunto de marcadores hepaticos, PEPCK2, ALDOB y Cypla, asi
como de dos marcadores de la transicion epitelio-mesénquima (EMT) como son el Slain
y el Slug. La inducciéon de motilidad se estudié a partir del andlisis de las
metaloproteinasas (MMPs), que son proteinas que participan en la degradacién de la

matriz extracelular.
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Los resultados del estudio de la desdiferenciacion, a partir del andlisis de la expresion
de los marcadores hepaticos, PEPCK2, ALDOB y Cypla, muestran como el arsénico
promueve la disminucién de la expresion de estos tres marcadores, lo que nos indica
que el arsénico estd induciendo la desdiferenciacion en las células expuestas. Esta
disminucion de los niveles de expresion llega a alcanzar valores inferiores al 50% en las
células expuestas, respecto a lo que se observa en las células control.

Dado a que los factores HNFla y HNF4a son clave en el mantenimiento de la
diferenciacion celular (Pelletier et al., 2011), y que en las células en las que se ha
observado una tendencia a la desdiferenciacidn, se da una disminucion mantenida en el
tiempo de estos dos factores, nuestra propuesta es que el efecto en la diferenciacion de
las células HepG2 puede ser debido, al menos en parte, a la alteracion de la expresion de
HNF1la y HNF4a inducida por el arsénico. Esta propuesta se sustenta en otros estudios
que muestra una relacion entre la alteracion de la expresion de factores de transcripcion
enriquecidos en el higado, como los estudiados en este trabajo, con la desdiferenciacion
asociada en procesos tumorales (Martinez-Jiménez et al., 2006).

Para el estudio del efecto de la exposicion prolongada al arsénico en el proceso de
transicion epitelio-mesénquima (EMT) se ha estudiado la expresion de los genes Snail
(Snaill) y Slug (Snail2), que participan en la EMT a través de la inhibicion directa de la
transcripcion del gen de la E-cadherina (Santangelo et al., 2011). Los resultados
obtenidos muestran un considerable aumento de la expresioén de Slug, pero no de Snail.
Tanto Slug como Snail son indicadores del proceso EMT, por lo que esperariamos un
cambio de la expresién en ambos al inducirse la EMT por parte del arsénico. No
obstante, en el cancer de mama ya se han detectado diferencias en al expresion de estos
dos genes, por lo que se propone que el hecho de que Snail y Slug actien reprimiendo la
E-cadherina depende del tipo de cancer y del contexto tumoral (Martin et al., 2005).

De todas maneras, se ha indicado que S/ug no es tan potente como Snail en su papel de
reprimir la E-cadherina (Bolos et al., 2003). Independientemente de esta discrepancia,
los resultados obtenidos nos indican que el arsénico en las condiciones utilizadas induce
la transicion EMT en las células HepG2. Al igual que en el caso anterior, proponemos
que el efecto del arsénico en la transicion EMT podria ser debido, en parte, a la
alteracion de la expresion de los factores nucleares HNFla y HNF4o por parte del
arsénico. Esta propuesta se sustenta en el hecho de que en las células expuestas de
forma prolongada al arsenito sddico se observa una disminucién de estos dos factores

nucleares a lo largo del tiempo, y de que hay literatura que muestra que HNF4a y
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HNFla tienen un papel importante en la transicion EMT (Pelletier et al., 2011,
Santangelo et al., 2011). De hecho, se ha observado que al silenciar la expresion de
HNFla las células pierden el contacto, se promueve la migracién, disminuye la
expresion de marcadores epiteliales y se induce la EMT (Pelletier et al., 2011). En otros
estudios se ha visto como HNF4a, de forma cooperativa con HNF1a, actia inhibiendo
la expresion de genes relacionados con la EMT, como Snail y Slug, a la vez que actdan
induciendo la expresion se genes que promueven la transiciéon mesénquima-epitelio
(MET) (Santangelo et al., 2011). Los resultados obtenidos en el estudio de la transicién
EMT concuerdan con otros trabajos en los que se observa una pérdida del fenotipo
hepdtico al detectarse una disminucién de la expresion de marcadores hepaticos. Esto
nos muestra una clara tendencia hacia la desdiferenciacion celular en respuesta a la
exposicion al arsenito sédico de forma prolongada. (Santangelo et al., 2011).

Otro factor importante en la tumorigénesis es la degradacion de la matriz celular y su
consecuente diseminacion celular. Con la finalidad de estudiar si la exposicion
prolongada de las células HepG2 a arsenito sédico estaba induciendo la progresién
tumoral, se ha estudiado la actividad de las MMPs como indicador de que se estd
produciendo la degradacion de la matriz celular. Los resultados nos muestran que la
exposicion prolongada de las células HepG2 al arsenito s6dico induce un aumento de la
actividad de MMP-2 y de MMP-9, lo que nos sugiere que este compuesto actia
induciendo la degradacién de la matriz celular, promoviendo asi la progresiéon tumoral.
Nuestros resultados son concordantes con lo observado en otros estudios, ademas del
hecho de que el aumento de la expresién de Snail y Slug se correlaciona con el aumento
de la expresion de MMP-2 y MMP-9 (Peinado et al., 2007). Asi, el hecho de haber
observado una induccién de la transicion EMT concuerda con los resultados que nos
indican que también estd teniendo lugar un aumento de la actividad de las MMPs. De
manera mds especifica, se ha observado que el arsenito sdédico aumenta la expresion de
MMP-9, tras una exposicion prolongada al mismo, observdndose también un aumento
de la actividad de MMP-9 en respuesta al arsenito sddico (Tokar et al., 2010b). Ademas,
se ha citado que la inhibiciéon de HNF'la da lugar a la pérdida de adhesion entre células
y un aumento de la expresion de genes involucrados en la motilidad, como las MMPs
(Pelletier et al., 2011). Todo esto nos sugiere que el efecto del arsénico en la actividad
de las MMPs podria ser consecuencia, al menos en parte, de la desregulacién de los

factores nucleares hepéticos estudiados, principalmente el HNFlo.
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Tomados en su conjunto nuestros resultados soportan el papel tumorigeno del arsénico,
fundamentalmente tras exposiciones continuadas. Asi, en este trabajo se han estudiado
tres procesos relacionados con la tumorigénesis y en todos ellos se han obtenido
resultados que nos indican como el arsenito sédico en las células HepG2 actia

promoviendo procesos ligados con el desarrollo tumoral.

5.8. Efecto del arsénico en la subpoblacion de células madre en la

linea celular HepG2

En los ultimos afios han crecido las evidencias que dan soporte a la idea de que los
tumores estdn organizados en poblaciones heterogéneas, de células con diferentes
propiedades bioldgicas, y que la capacidad de formacién, crecimiento y progresion del
tumor recae en una porcion pequefia de células, que son las denominadas células madre
cancerosas (CSCs) (Ma et al., 2007, Tokar et al., 2011).

Dado que las HepG2 presentan un cierto porcentaje de CSCs, que se ha cuantificado
como de un 8% (Ma et al., 2007), esta linea ofrece la oportunidad de estudiar si la
exposicion al arsénico tiene algin efecto especifico en las CSCs. Para ello se estudi6 la
expresion proteica de dos marcadores de CSCs como son el CD90 y el CD133, ademas
de cuatro marcadores de pluripotencia como son el Oct3/4, el c-Myc, el Lin28 y el
Notch2 (Tokar et al., 2011, Xue et al., 2012) en las células expuestas de forma
prolongada a concentraciones subtdxicas de arsenito sddico.

Los resultados obtenidos nos indican que el arsenito sddico tiene un marcado efecto
sobre las células CSCs, ya que se observa una disminucion significativa de la expresion
de CD90 y CD133, siendo los valores de CD90 y de CD133 del 23 y del 60%,
respectivamente, respecto a los observados en el control.

Ya que CD90 y CD133 son marcadores especificos de células madre cancerosas, su
disminucion inducida por el arsénico nos estd indicando que este metaloide, en las
condiciones estudiadas, estd promoviendo la disminucién de éstas.

Por otro lado, al estudiar los niveles de expresion de los cuatro marcadores de
pluripotencia, Oct3/4, c-Myc, Lin28 y Notch2, se ha visto que el arsenito sddico
también actia sobre ellos induciendo una disminucidn significativa de su expresion, de
entre el 50 y el 80% de expresion respecto al control, segin sea el marcador analizado.
Por lo tanto, nuestros resultados muestran que el arsénico estd induciendo asi una

disminucién de las células pluripotentes, que se corresponde con la subpoblacién de
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CSCs. La disminucién de la expresion de estos marcadores concuerda con la
disminucién de la expresion de los marcadores CD90 y CD133, por lo que unos
resultados refuerzan a los otros, confirmando el efecto del arsénico en la poblacién de
las CSCs.

Con los resultados obtenidos en esta Tesis por lo que respecta al efecto del arsénico
sobre las CSCs s6lo podemos afirmar que este compuesto estd teniendo un efecto sobre
esta subpoblacién de células en la linea celular HepG2. Resultados que segin la

bibliografia del momento podrian ser interpretados de dos maneras:

1. Hay varios estudios tanto in vivo como in vitro en los que se ha visto como el
arsénico tiene un efecto en la dindmica de las SCs. Concretamente hay un estudio en
el que se ha visto como la exposicién prolongada del arsénico da lugar a la
transformacién de células SCs a CSCs y como durante este proceso de
transformacion se da inicialmente una disminucién de la capacidad de auto-
renovacion de las células seguido de un aumento marcado de esta capacidad (Tokar
et al., 2010b). Por lo que podriamos interpretar nuestros resultados (disminucién de
los marcadores de pluripotencia y de las células madre cancerosas) como una
supresion inicial de la auto-renovacién de esta subpoblacion de células, que podria
estar seguida de un aumento de la capacidad de auto-renovacioén. Por lo que el
arsénico actuaria aumentando la poblacién de CSCs.

2. Por otro lado, aunque el arsénico de forma natural actua induciendo la aparicién de
cancer, éste también se utiliza como anticancerigeno (Evens et al., 2004, Nicolis et
al., 2009, Otles et al., 2010). En este contexto, nuestros resultados nos hacen pensar
que los efectos observados en las CSCs de las células HepG2, pueden estar
relacionados con el efecto anticancerigeno del arsénico, debido a la disminucién de
la presencia de éstas, tal y como se ha observado en las células HepG2 expuestas al
arsenito sédico. Desde este punto de vista, el arsénico podria estar actuando de
manera especifica sobre la poblacién de CSCs de una masa tumoral. Esta propuesta,
de ser cierta, serfa de gran importancia, sobre todo teniendo en cuenta que la gran
mayoria de compuestos antitumorales actda sobre la gran masa del tumor, sin

afectar a las CSCs.
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5.9. Alteracion del metabolismo de la glucosa en las células HepG2
expuestas de forma cronica al arsenito sédico

Uno de los factores ambientales considerados de riesgo para la diabetes de tipo II es el
arsénico (Joshi et al., 2010). Es por esto que, aunque no haya sido el tema principal de
la Tesis, se ha tratado de dar alguna explicacién a esta asociacion, teniendo en cuenta el
material conseguido (células largamente expuestas a la accion del arsénico).

Aunque se sabe que el arsénico es un factor de riego para la diabetes, los efectos
detallados y los mecanismos moleculares por los que el arsénico se relaciona con la DM
no estan claros y, dada la complejidad del proceso que genera la diabetes de tipo II, el
arsénico podria estar induciendo la aparicion de esta enfermedad de diferentes formas
(Diaz-Villasenor et al., 2007, Huang et al., 2011a). Se ha visto que la presencia de
ciertos polimorfismos de los genes HNFla y HNF4a favorece la aparicion de la
diabetes de tipo II. Ademads, la alteracion en estos factores también se ha relacionado
con la MODY1 y la MODY3, respectivamente (Ryffel 2001, Anuradha et al., 2005).
Dada la especificidad de nuestro trabajo (estudios in vitro), se han buscado estudios in
vitro, que indiquen que el arsénico contribuye al desarrollo de la diabetes. De esta
biisqueda se concluye que los experimentos realizados hasta el momento in vitro se han
hecho con tiempos de exposicién cortos y con células B del pancreas, con células
musculares y con adipocitos (Huang et al., 2011a). Dada esta falta de informacién en el
material generado en esta Tesis (células HepG2), es por lo que se propuso estudiar si la
exposicion cronica al arsenito sodico en las células HepG2 tiene algiin efecto en el
metabolismo de la glucosa. Asi, el primer paso fue medir los niveles de glucosa en el
medio de las células tratadas durante 20 semanas con concentraciones subtdxicas de
arsenito sodico y compararlos con sus controles concurrentes. Los resultados obtenidos
nos indican que las células expuestas al arsenito sédico presentan mds glucosa en el
medio que las células controles, siendo estos valores de un 220% si consideramos un
100% para el control. Por tanto, nuestros resultados muestran claramente que el arsénico
estaria induciendo una alteracion del metabolismo de la glucosa. Resultado que
concuerda con los diferentes estudios epidemioldgicos que muestran un aumento en la
incidencia de padecer diabetes de tipo II en las personas expuestas crénicamente al
arsénico tanto a través del consumo de agua de beber como a través de la exposicién
ocupacional (Rahman et al., 1995, Rahman et al., 1998, Lewis et al., 1999, Joshi et al.,
2010, Huang et al., 2011a) .
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Ademais, estos resultados in vitro se pueden asociar con lo observado en distintos
estudios in vivo, en los que se ha observado una desregulacion de la expresion de genes
involucrados en la homeostasis de la glucosa en sus higados (Diaz-Villasenor et al.,
2007, Hernandez et al., 2011).

Dado el papel que la insulina tiene en la modulacion del nivel de glucosa nos
planteamos estudiar si el arsénico inducia resistencia a la insulina en la HepG2. Para
ello se afadi6 insulina en el medio y se midieron los niveles de glucosa.

En este caso, tanto las células expuestas como las células controles respondieron a la
insulina de forma parecida. Por lo que, en las condiciones estudiadas, el arsenito sédico
induce una alteracion de la homeostasis de la glucosa, pero no resistencia a la insulina.
Aunque la respuesta a la insulina por parte del higado frente a la exposicién del arsénico
no varie, en otros estudios se ha visto como la exposicién al arsénico induce una
disminucién de la segregacion de la insulina por parte de las células B pancredticas y
resistencia a la insulina en los adipocitos y en las células musculares (Diaz-Villasenor et
al., 2007). El hecho de que las células HepG2 muestren una alteracién de la homeostasis
de la glucosa, a la vez que una disminucién de la expresion de los factores HNFla y
HNF4a, podria indicar que el arsénico induce la alteracion de la homeostasis de la

glucosa via la desregulacion de la expresion de estos dos factores.

De forma general los resultados obtenidos en esta Tesis nos muestran como la linea
celular HepG2 es un buen modelo para el estudio de los mecanismos de accién del
arsénico. En esta Tesis se ha observado la alteracién de la expresion de todo un conjunto
de factores nucleares hepdticos, tanto en exposiciones cortas como prolongadas, cuando
las células se han expuesto a concentraciones subtoxicas de arsenito sddico, efecto
dependiente de la presencia de este compuesto en el medio. Con las concentraciones
subtoxicas de arsénico usadas, escogidas a partir de la realizacion de ensayos de
toxicidad, no se ha observado ninguna alteracion del ciclo celular ni ha tenido lugar una
induccién de la apoptosis, lo que nos confirma que las dosis utilizadas no son téxicas
para la linea celular utilizada. Los efectos en estos factores nucleares también se han
observado in vivo, aunque no en todos los casos, e in vitro se ha comprobado la
importancia de la expresion del factor HNF4a en la viabilidad de las células cuando
estas se encuentran expuestas a distintas dosis de arsenito sddico. También se ha
observado como las células previamente expuestas al arsénico son mds resistentes que

las que no lo habian estado previamente. Por otro lado, la exposicién prolongada de las
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células HepG2 al arsenito sdédico nos han permitido observar que el arsénico tiene un
potencial carcinogénico y diabetogénico, papel seguramente debido en parte a la
alteracion observada de la expresion de los factores HNFla y HNF4a en respuesta a la

exposicion al arsénico.
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Conclusiones

Después del andlisis de los datos obtenidos en este estudio, en respuesta a los objetivos

propuestos, y tras la discusion de los resultados se puede concluir lo siguiente:

1. Las células HepG2 son un buen material para el estudio de los mecanismos de
accién del arsénico. Estas expresan los principales transportadores de arsénico y
la enzima As3MT, enzima fundamental para la metabolizacién del arsénico, y
ademds son capaces de metabolizar el i-As en sus diferentes compuestos

inorganicos y orgdnicos metilados.

2. De los estudios de toxicidad con arsenito sdédico, se desprende que en la linea
celular HepG2 el rango de concentraciones subtoxicas es el que abarca

concentraciones hasta 10 uM.

3. Los tratamientos agudos con concentraciones de hasta 10uM de arsenito sodico
no afectan al ciclo celular ni a la apoptosis, pero suponen aumentos en la
expresion de HMOX y MT, indicando que el sistema respondia a la exposicion

de arsénico a concentraciones subtoxicas.

4. El tratamiento agudo con concentraciones subtéxicas de arsenito sédico induce
una disminucién de la expresiéon de los factores nucleares HNF1a, HNF4a,

HNF6a, FOXM1 y PXR siendo este efecto dependiente de la dosis.

5. El tratamiento de larga duracién (semanas) con dosis subtdxicas de arsenito
sddico induce una disminucién de la expresion de los factores clave HNFla y de
HNF4a. La naturaleza de la disminucién de cada factor nos muestra como la
inhibicién del factor nuclear HNF1la es més robusta a medida que se aumenta el
tiempo de tratamiento, mientras que la inhibicion del factor HNF4a no supera el
40%, lo que sugiere la necesidad de una expresion minima de este factor para la

integridad de la linea celular HepG2.

6. La inhibicién que se observa en la exposicion de los factores HNFs tras el

tratamiento de larga duracion es dependiente de la presencia del arsénico en el
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7.

8.

9.

Conclusiones

medio. La expresion de los factores HNFs se recupera hasta niveles del 80%

respecto al control una vez trascurridas 96 horas desde su eliminacién del medio.

Las células expuestas durante 10 semanas a concentraciones subtéxicas de
arsenito sédico adquieren resistencia a este agente por lo que respecta a su
toxicidad (comparadas con células control no expuestas). Indicando que la
adaptacién a la apoptosis pudiera juga un papel importante en los procesos de

transformacidn celular que ocurren bajo exposiciones crénicas a este elemento.

La exposicion prolongada in vivo de hamster al arsenito sddico a través del
consumo de agua contaminada con dosis de 15 mg/L, induce en el higado de
estos animales una disminucién en la expresion a niveles de proteina de HNF4a

y de mRNA de HNFla, confirmando el comportamiento observado in vitro.

En tratamiento prolongado de las células HepG2 con concentraciones subtéxicas
de arsenito sédico favorece diversos procesos tumorales como la pérdida de
diferenciacion, la transicion epitelio-mesénquima, y un aumento de la actividad

de las metaloproteinasas 2 y 9, facilitando as{ el proceso invasivo.

10. Las células expuestas durante periodos de larga duracion al arsénico sddico

presentan una pérdida de propiedades especificas de tejido (sobreexpresion de
ALDOB, PEPCK, CYPIA, inicio de transicién epitelio-mesénquima e
hipersecrecion de las MMPs 2 y 9).

11. Las células expuestas durante periodos de larga duracion al arsénico sddico no

pudieron mantener equilibrados si programa de autorenovacién (desregulacion

de C-MYC, Oct3/4, Lin28 y Notch2).

12. Las células expuestas durante periodos de larga duracion al arsénico sddico

presentan una alteraciéon en el metabolismo de la glucosa no debido a la

aparicion de resistencia a la insulina.
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