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Resumen

La exposicién crénica al arsénico inorganico provoca una serie de alteraciones
moleculares en las células eucariontes. Las alteraciones mas evidentes se observan
en células epiteliales y se han asociado al desarrollo de diferentes tipos de cancer.
Una serie de mecanismos han sido propuestos para tratar de explicar por qué el
arsénico actlla como un agente cancerigeno para el hombre, sin embargo los
mecanismos de acciébn no son los mismos en todos los sistemas y varian
dependiendo del tiempo de exposicion, las concentraciones del metaloide y del tipo
celular en cuestion.

El principal objetivo de este trabajo fue profundizar en los mecanismos que el
arsénico utiliza para modular la proliferacién y la diferenciacion celular en dos
sistemas epiteliales, cultivos secundarios de queratinocitos humanos normales y una
linea celular epitelial transformada (C33-A). Al analizar varios marcadores celulares
como las proteinas ciclina D1, p53 e involucrina humana encontramos que Ssu
regulacion es modificada en respuesta al arsenito de sodio. La activacion de p53, la
disminucion de ciclina D1 y el incremento de la involucrina humana coinciden con la
induccion de la diferenciacidon en los queratinocitos humanos normales. Por el
contrario, en C33-A la exposicion al arsenito de sodio indujo a la proteina ciclina D1,
la union de c-myc al DNA vy la proliferacidon celular. Interesantemente los efectos del
arsenito de sodio en la activacion de p53, como factor de transcripcion, fueron
modulados de manera diferente dependiendo del tipo celular y del tiempo de
exposicidon al metaloide. Asi mismo, el arsenito de sodio ocasiond la activacion de la
via de sefalizacion PI3-K/PKB/Akt en ambos tipos celulares, lo que correlaciond con
la actividad de union de p53 al DNA.

De acuerdo con los resultados obtenidos, proponemos que la actividad de union de
p53 al DNA en queratinocitos humanos normales es favorecida por la exposicién al
arsenito de sodio, desencadenando arresto celular y un proceso de diferenciacion.
Mientras que en el caso de las células C33-A, que presentan a p53 mutado, se

incremento la proliferacion celular en respuesta al tratamiento con arsenito de sodio.
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Abstract

Inorganic arsenic is an important environmental contaminant associated with an
increased risk of developing human skin cancer. The molecular mechanisms by
which arsenic causes epithelial cancers is a central subject for Toxicology, because
the molecular bases of these phenomena are not completely understood. Arsenic
has been reported to modulate a variety of cellular signaling pathways which affect
diverse processes such as cell proliferation, differentiation and apoptosis.

The central objective of this study was to explore the molecular mechanisms involved
in arsenic actions over cell proliferation and differentiation in two cellular epithelial
systems. Citotoxic effects were evaluated in cultured epidermal keratinocytes and the
C33-A cell line. Markers such as cyclin D1, p53 and human involucrin were
modulated by arsenic. While p53 was stabilized, cyclin D1 levels decreased and
involucrin gene was activated. We also explored the effects of arsenic on the
activation of PI3-K/PKB/Akt signalling pathway and its repercussion in the p53
activation in both epithelial systems. Interestingly, p53 activity was modulated by
activating this signalling pathway, being this effect dependent on cell-type and
exposure time.

We propose that under a normal p53 environment, as found in primary cultured
keratinocytes, arsenic induces differentiation and stops cell growth. However, under
the influence of a mutant p53 like that found in C33-A carcinoma cells, P13-K/PKB/Akt

signaling drives an increase in cell proliferation.
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Introduccion

El estudio de los contaminantes ambientales tiene gran importancia a nivel mundial.
Los efectos de estos contaminantes a corto y largo plazo son complejos debido a
gue la toxicidad varia dependiendo de su interaccion con otros agentes téxicos, de
su biotransformacion y de los niveles de exposicion. El arsénico es uno de los
contaminantes ambientales mas ampliamente distribuidos. Puede combinarse con
otros elementos para formar compuestos arsenicales, organicos e inorganicos, de
los cuales estos ultimos generalmente son los mas toxicos y predominan en el agua.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que el consumo durante
periodos prolongados de agua para beber que contenga una cantidad mayor a 10
ug/L causa arsenicosis, enfermedad crénica que ocasiona dermopatias, dafios en
el sistema cardiovascular, neuropatias y cancer; sin embargo no existe una
concentracion segura de arsénico (http://www.who.int). Asi mismo, el arsénico fue el

primer metaloide identificado como carcindgeno para el hombre (IARC 1987).

El arsénico v sus propiedades
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monometilarsénico (CH3AsO(OH),) y el acido dimetilarsinico ((CHs),AsO(OH)),

ambos productos del metabolismo del As (Hughes 2002).

Distribucién ambiental

El As es un elemento ampliamente distribuido en la corteza terrestre. De modo
natural, el As se encuentra en forma de complejos en ciertas rocas y capas
minerales. Al encontrarse en la corteza terrestre puede ser liberado al ambiente

como resultado de la actividad volcénica y de la erosion de los depdésitos minerales.

El As también se encuentra ampliamente distribuido en el aire donde las
concentraciones en sitios lejanos a actividades antropogénicas son de 1-3 ngAs/m?,
mientras que en areas industriales emisoras de As, se pueden alcanzar niveles entre
100 y 300 ngAs/m®. Las concentraciones en el agua son usualmente menores a 10
ug/L, mientras que en sitios cercanos a minas 0 contaminados con minerales
arsenicales, las concentraciones fluctian entre 200 y 1000 pg/L. Los niveles de As
en el suelo van de 1-40 mg/kg y en las areas agricolas se encuentran niveles mas

altos por la presencia de residuos de plaguicidas arsenicales (WHO 1993).

Exposicidon en poblaciones humanas

Las principales actividades humanas que emiten As al medio ambiente son los
procesos de fundicion y refinacion de metales no ferrosos (Pb, Zn y Cu), el uso de
combustibles fosiles (carbén, combustible, madera) y el uso de agentes
conservadores de la madera. Por otra parte, el depdsito inadecuado de desechos
guimicos con grandes cantidades de este metaloide representa otra fuente

importante de emision (Salazar 1994).

Una de las vias de exposicion al As inorganico mas téxica es la ingesta de agua
proveniente de subsuelos ricos en depositos minerales. Esta via, constituye un

problema de salud publica descrito en diversas areas geograficas como Taiwan
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(Tseng et al. 1968), Chile (Cebrian et al. 1983; Buchet and Lauwerys 1988),
Argentina (Astolfi 1971) y México (Cebrian et al. 1983), por citar algunas de ellas
(Fig. 1). En todas estas regiones se excede la norma en cuanto a las
concentraciones de As en el agua para beber (10 pg/L) establecida por la OMS
(WHO 1993), mientras que las vias de exposicion humana al As inorganico a través
del aire y suelo son poco significativas, excepto en los individuos expuestos

ocupacionalmente, como es el caso de los mineros.

Mongolia
Hungary——— ‘
Romania———[ .
e China
Western U.S. Nepal — ,‘“"'—Tali'\'Eﬂ
ndi —==—Vijgtnam
] O be— — Thailand
Mexico
Bangladesh
Chile Vo
Argentina

Figura 1. En rojo se indican las principales zonas de exposicién crénica

al arsénico en el mundo.

Probleméatica en México

México es uno de los principales productores de As y es de gran importancia hacer
notar la existencia de zonas con agua altamente contaminada, en donde el problema
de hidroarsenicismo crénico en los habitantes es muy preocupante. Algunas de
estas regiones se encuentran en los estados de Chihuahua, Hidalgo, Nuevo Leon,

Coahuila y Durango.

En la Comarca Lagunera, regidon situada en el centro norte de México, se han

detectado acuiferos cuya concentracion de arsénico excede los limites establecidos
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por las regulaciones. En esta region existen zonas en las que el hidroarsenicismo
cronico es endémico y donde incluso han surgido brotes de enfermedades
asociadas. Los habitantes de las poblaciones rurales conforman el grupo mas
vulnerable, ya que en muchas ocasiones tienen como Unica fuente de

abastecimiento el agua envenenada de los acuiferos (Cebrian et al. 1983).

Metabolismo del arsénico

El metabolismo del As tiene un papel muy importante en la toxicidad. Bird et al., en
1948, propusieron la formacion de los compuestos metilados del As en seres vivos
(Vega et al. 1995). Sin embargo, fue hasta principios de los 70s que se cuantificaron
las especies metiladas de As en la orina de algunos mamiferos, incluyendo al
hombre (Braman and Foreback 1973). EI metabolismo involucra dos procesos, la
reduccién del As®* a As®* y las reacciones de metilacién oxidativa que convierten el
As* en una especie metilada (Thompson 1993). Los productos finales de la
metilacién del As inorganico son el acido monometilarsénico (MMA™) y el acido
dimetilarsinico (DMA™) (Fig. 2). El proceso de metilacién se realiza en diferentes

tejidos como el pulmon y el rifion, sin embargo, el principal sitio es la fraccion

citosdlica del higado. La S-
o As(V) GSH
adenosilmetionina (SAM) es el

principal donador de los grupos

metilo y el glutation reducido ‘ As(lll)
-- SAM

(GSH) es el donador de &gﬂc\
L, SAH
electrones para la reduccion de L 2|
los compuestos arsenicales [ rebuccion MMA(V)
MMA(V)
(Buchet and Lauwerys 1988). O METILACION REDUCTASA MMA(III)
SAM o S
Figura 2. Metabolismo del arsénico. :;G
iimetionina; SAH " ¥
SAM, adenosilmetionina; GSH, DMA(V) »
glutation reducido (GSH); MMA®, D
acido monometilarsénico;  DMA™, DMA(1lI)

acido dimetilarsinico.

SAM es la principal molécula donadora de los grupos metilo
en la metilacion del arsénico
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Efectos bioldgicos del arsénico

Ante una exposicion crénica al As, hay un gran nimero de efectos adversos en
varios 6rganos como la piel, el higado, el pulmén y la vejiga urinaria. Asi mismo, se
han reportado efectos genotéxicos y carcinogénicos (Cebrian et al. 1983; Lee et al.
1985; Ostrosky-Wegman et al. 1991; Bates et al. 1992), razoén por la cual el As ha
sido clasificado como un carcindgeno para el hombre por la Agencia Internacional
para la Investigacién del Cancer (IARC 1987). Estudios realizados por Chen et al.,
en 1985, demostraron que los individuos que se encuentran ocupacionalmente
expuestos al As inorganico por la via aérea muestran un incremento en la presencia
de cancer de pulmédn; mientras que ante una exposicién por via oral, los individuos
presentan un aumento en la incidencia de cancer de piel, de vejiga, de rifién, de

higado y de pulmén (Chen et al. 1985).

Hasta el momento no se ha demostrado que el As produzca mutaciones puntuales,
sin embargo se ha registrado la presencia de alteraciones cromosomales como
aneuploidias, formacion de tetraploides y la generacion de micronucleos (Ostrosky-
Wegman et al. 1991; Gonsebatt et al. 1992; Vega et al. 1995). Asi mismo, el As
induce alteraciones clastogénicas (rompimiento de cromosomas, provocando
pérdidas o rearreglos de partes de cromosomas) y actividad aneugénica (ganancia

o pérdida de cromosomas intactos) (Vega et al. 1995).

Existen varios mecanismos propuestos para tratar de explicar el dafio inducido por el
As al material genético. Por ejemplo, la posible inhibicion de una o0 mas enzimas
involucradas en la replicacion y reparacién del DNA (Li and Rossman 1989; Dong
and Luo 1993); la inhibicibn del reensamble de las cadenas rotas de DNA al
interactuar con los grupos ditioles (Lynn et al. 1997) y la formacion de radicales libres
gue inducen rupturas en las cadenas del DNA (Yamanaka et al. 1995). Por otra
parte, se conoce que el As juega un papel importante en regular la metilacion del
DNA, siendo uno de sus mecanismos en la induccién de la carcinogénesis. Al

respecto, se ha estudiado el grado de metilacion del gen p53 y pl6 a partir de



Marisol Sandoval, Doctorado

muestras de sangre de personas expuestas crénicamente al arsénico. Se encontro
un estado de hipermetilacion de la regidon promotora del gen p53 y del gen p16,
siendo este efecto dependiente de la dosis. Interesantemente, una parte de las
muestras estudiadas, también presenté un estado de hipometilacion en el gen p53
con altas concentraciones de As. Al parecer el estado de metilacién del DNA esta en
funcion del tiempo y grado de exposicion al arsénico (Chanda et al. 2006). Asi
mismo, células de la linea celular de adenocarcinoma de pulmén A549, expuestas al
arsenito de sodio (0.08-2 uM y 30-300 uM) presentan hipermetilacion en un
fragmento del promotor de p53, proponiendo que el mecanismo de carcinogénesis
inducida por el As podria ser a través de la alteracion de la metilacion del DNA de un
gen supresor de tumores dependiente de la metiltransferasa y la S-

adenosilmetionina (Mass and Wang 1997).

Otro de los estudios en relacidon al estado de metilacion del DNA fué el realizado en
pacientes que presentan cancer de vejiga por exposicion cronica al arsénico
inorganico. El estudio se baso en tres genes supresores de tumores, pl16 (INK4A),
RASSF1A and PRSS3. En todos los casos se observé aproximadamente un 30% de
metilacion en la regién promotora, por lo que se suguiere que el arsénico induce
alteraciones epigenéticas, dando como resultado el inicio de la carcinogénesis
(Marsit et al. 2006). De acuerdo con los resultados antes mencionados, una de las
principales hipotesis que se manejan es que el As al ser metilado durante su
metabolismo, puede disminuir los niveles de los grupos metilo intracelulares y de
esta manera inducir cambios en la metilacion del DNA, participando en el desarrollo

de canceres inducidos por el As.

En cuanto al papel del As sobre la regulacién de la expresién génica, estudios
recientes han encontrado que el As trivalente estimula la actividad transcripcional del
complejo AP-1 en la linea celular HeLa (Cavigelli et al. 1996). En queratinocitos, el
arsenato suprime su programacion mediante la alteracion de los complejos AP-1y
AP-2 (Kachinskas et al. 1997). Asi mismo, en queratinocitos en cultivo se encontrd

que el arsenito de sodio potencia la formacién de papilomas al estimular genes que

10
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codifican para factores de crecimiento y la expresion de c-myc (Germolec et al.
1997).

En estudios realizados por Ostrosky-Wegman y cols., se reportaron alteraciones en
la respuesta proliferativa (inducida por la fitohemaglutinina) de los linfocitos de
individuos que se encuentran expuestos al As mediante el agua de bebida. También
fue evidente un retraso en la progresion del ciclo celular, al demostrar que la cinética
de proliferacion de los linfocitos fue mas lenta. Resultados similares se han
reportado en linfocitos humanos tratados in vitro con As (Ostrosky-Wegman et al.
1991; Gonsebatt et al. 1992).

En la Tabla 1, se resumen y comparan algunos de los efectos y alteraciones

celulares mas comunes causados por el As en diferentes tipos celulares.

Mecanismos

Genotoxicidad

Proliferacion Celular

Promotor de cancer

Reparacion del DNA

Metilacién del DNA

Lineas Celulares | Especies

Células de embrién de raton

Linfocitos humanos
Linfocitos humanos
Fibroblastos humanos
Células de pulmén humano
Células CHO -K1

Linfocitios humanos
Linfocitios humanos
Vejiga de rata

Rifién de rata
Fibroblastos humanos
Humanos

Piel de raton
Raton

Rata
F344/DuCrjlrata
ddY/raton

Fibroblastos humanos

Células eucariontes

Linea celular de
adenocarcinoma A546

Muestras de pacientes
con cancer de vejiga
Muestras de sangre de

pacientes expuestos al
As

Efectos

Aberraciones cromosomales

Micronucleos

Incremento en la proliferacion celular
Incremento en la proliferacién celular
Incremento en la proliferacion celular
Incremento en la proliferacion celular
Incremento en la expresion de ciclina D1
Keratosis

Cancer

Tumores

Tumores renales
Cancer de vejiga
Tumores de pulmén

Inhibicion de la reparacion de la ruptura
de dimeros de timina del DNA

Inhibicion de la polimerasa
poly-{(APD-ribosa)

Metilacién de la regién promotora
del gen p53

Hipermetilacion de los genes p16,
RASSFIA y PRSS3

Hipometilacién e hipermetilacién
de la regién promotora del gen p53

Tabla 1. Alteraciones celulares ocasionadas por el arsénico.
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El arsénico y los epitelios

Caracteristicas generales de la epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel y es la primera linea de defensa y
proteccion para los organismos multicelulares. Los queratinocitos epidermales son
las células responsables de la construccibn de las barreras protectoras que
caracterizan la funcion de la epidermis. En la epidermis se pueden distinguir cuatro
estratos celulares. El estrato basal con queratinocitos que se encuentran en un
estado de proliferacién activa, proporcionando un suministro continuo de células
nuevas para repoblar la epidermis. Cuando las células migran de este estrato a
estratos superiores, pierden la capacidad de dividirse, es entonces cuando en los
estratos espinoso y granuloso se inicia la expresion de una serie de genes
considerados como marcadores tempranos de la diferenciacion de los
gueratinocitos, tales como la involucrina, la filagrina, la loricrina, la transglutaminasa
y ciertas queratinas como K1 y K10. Las células completamente diferenciadas
forman la cubierta cornificada, que es el producto de un proceso de
entrecruzamiento de estas proteinas fibrilares altamente impermeables (Fig 3). La
cubierta cornificada es una estructura altamente resistente a la degradacion y tiene
como funcion evitar la desecacion, proteger contra los rayos UV y constituir una
barrera protectora contra los agentes infecciosos (Eckert et al. 1997; Steinert and

Marekov 1997).
CAPA MARCADORES

=/~ CORNIFICADA FILAGRINA

2 GRANULOSA K1, K10, TG-1
PROFILAGRINA

LORICRINA
Figura 3. Estratos celulares ESPINOSA K1, K10, K9
de la epidermis (modificado INVOLUCRINA
de Eckert et al. 1997)
BASAL K5, K14
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Factores reguladores de la proliferacion y diferenciacion epitelial

El proceso de la diferenciacién celular de los queratinocitos epidermales es el
resultado de la expresion coordinada y finamente regulada de genes que codifican
para proteinas estructurales y es atribuible a la accion de diversas combinaciones de
factores de transcripcion. Algunos de los genes que se expresan durante la
diferenciacion de los queratinocitos lo hacen de manera coordinada, entre ellos el
gen de la loricrina, la filagrina, la cistatina y la involucrina, cuyos productos forman la
cubierta cornificada. Estos genes se localizan en el cromosoma 1g21 humano y se
han agrupado en wuna familia multigénica conocida como “Complejo de
Diferenciacién de los Queratinocitos” (Dale et al. 1985). La expresion de este grupo
de genes se activa en los estratos suprabasales de la epidermis, una vez que el
proceso de diferenciaciéon ha comenzado. Se sabe, que la alteracion en la expresion
de alguno de ellos esta relacionada con trastornos de la piel como la psoriasis, la
hiperqueratosis lamelar (Bernard et al. 1985) y con algunos procesos carcinogénicos
(Pei et al. 1996).

El desarrollo y funcionalidad de la epidermis depende del balance adecuado entre
las tasas de la proliferacion y la diferenciacion celular de los queratinocitos
epidermales (Eckert et al. 1997). Los factores que regulan su proliferacion son
considerados como estimuladores de crecimiento, encontrando que los factores de
crecimiento similar a la insulina (IGF - 1 y IGF - 1l) y los factores de crecimiento
epidermal (EGF) aumentan la migracion y proliferacion de los queratinocitos.
Asimismo el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) estimula tanto la
proliferacion como la diferenciaciéon de los mismos. Por otro lado, los factores de
crecimiento transformantes (TGF B1 y 2) suprimen la proliferacion celular, dando
paso a la diferenciacion celular. Los glucocorticoides como la hidrocortisona, son
potenciadores de la diferenciacion celular de los queratinocitos (Eckert et al. 1997;
Gniadecki 1998).

13
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La Involucrina Humana, un marcador de diferenciacion celular

El gen de la involucrina humana (Hi) es activado tempranamente durante la
diferenciacion de los queratinocitos epidermales, codifica para una proteina
estructural de 68 kDa, la cual es fundamental para la formacién de la cubierta
cornificada de los epitelios estratificados. Su expresion es exclusiva de los

gueratinocitos epidermales (Pavelic et al. 1996).

El gen Hi esta constituido por aproximadamente 6000 pares de bases (pb); de éstos
cerca de 3338 pb constituyen la region codificadora del gen. Esta region esta
formada por dos exones de 2107 nucledtidos y 43 nucleétidos respectivamente,
separados por un intréon de 1188 pb. La region no codificadora 5° estd compuesta de
2456 nucledtidos; en esta region se encuentra la caja TATA y todos los elementos
gue le confieren a este gen su expresion especifica de tejido y de estrato.
Funcionalmente, la regidn reguladora contiene tres elementos relevantes, un
promotor intimamente ligado al funcionamiento de un potenciador muy cercano y
dependiente de AP-1, una region denominada silenciador transcripcional y
finalmente un elemento potenciador distal que media la respuesta a calcio (Ca®") y la
actividad transcripcional epitelial para este gen (Carroll et al. 1993; Crish et al. 1993;
Welter et al. 1995; Lopez-Bayghen et al. 1996).

Hablando especificamente del silenciador transcripcional de la regién reguladora del
gen de Hi, existe una serie de estudios que demuestran la interaccion de diversos
factores de transcripcion que regulan la expresion de este gen de forma dependiente
y asociada al proceso de la diferenciacién celular de los queratinocitos. Se han
estudiado ampliamente aquellos eventos moleculares que mantienen reprimido al
gen Hi en queratinocitos en multiplicacion, demostrando que es un gen que sélo se
expresa en células diferenciadas, lo que lo convierte en un marcador temprano de

diferenciacion celular (Azuara-Liceaga et al. 2004).

14
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Efectos del As en la Piel

En las poblaciones expuestas cronicamente al As se ha encontrado una mayor

incidencia de alteraciones epiteliales dentro de las cuales destacan:

Hipocromias, se presentan principalmente sobre las partes no expuestas del
cuerpo tales como el tronco, la region glutea y el tercio superior de los muslos.
Son caracteristicas por presentar decoloraciones con apariencia de gotas de

lluvia.

Hipercromias, estan distribuidas de manera similar a las hipocromias. Su
caracteristica es la pigmentacion café oscuro, también con apariencia de

gotas de lluvia.

Hiperqueratosis palmo-plantar, se presentan en los bordes laterales de las
palmas y los dedos, asi como en las plantas, arco del pie y cara anterior de

los dedos del pie. Se caracteriza por discretas elevaciones corniformes.
Hiperqueratosis popular, esta distribuida en cualquier parte del cuerpo con
excepcion de las palmas y las plantas. Se caracteriza por placas escamo-

gueratinosas o parches planos y eritematosos.

Lesiones ulceradas, cuyas caracteristicas son compatibles con el diagndstico

de carcinoma epidermoide o basocelular (Yeh 1973).
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Las respuestas al arsénico: senalizacion y efectores

La funcién de la proteina p53 en los procesos celulares

Durante el desarrollo de los diferentes tipos de cancer, se han estudiado dos grupos
importantes de genes que participan activamente en el proceso de transformacion
celular, los oncogenes y los genes supresores de tumor. Dentro del grupo de los
genes supresores de tumor se encuentra el gen p53, el cual esta involucrado en la
regulacion de la transcripcion de genes que arrestan el ciclo celular o controlan la

induccion de la apoptosis (el-Deiry et al. 1993).

Se ha demostrado que p53 es una proteina clave en el control del ciclo celular. p53
estd involucrada en la interrupcion del ciclo celular, durante la fase G; en respuesta a
dafio al DNA causado por la exposicion a agentes como las radiaciones, sustancias
qguimicas e incluso especies reactivas de oxigeno. Estos agentes producen un
incremento en los niveles de la proteina p53 y de su actividad de unién al DNA, lo que
coincide con la inhibicion del ciclo celular en el borde Gi/S (punto de control) y la
consiguiente inhibicion de la sintesis del DNA (Donehower and Bradley 1993). Por otra
parte, también se ha demostrado su participacién en el punto de control G,/M del ciclo
celular, la reparacion del DNA, la diferenciacion celular y la muerte celular programada
(Lane and Benchimol 1990; Levine et al. 1991; Greenblatt et al. 1994).

La pérdida de la funcionalidad de p53 se ha determinado como un factor esencial en el
desarrollo de muchos tipos de cancer. La proteina normal presenta una vida media
corta y sus niveles basales son bajos. De manera interesante, cuando las células se
someten a una variedad de sefiales de estrés genotoxico, que impactan en los
mecanismos que monitorean la replicacién del DNA, la segregacién de los cromosomas
y la division celular, p53 se acumula en el nucleo y es activada como un factor de
transcripcion que modula la expresion de un gran nimero de genes, entre los que se
encuentran p21, GADD45, MDM2, IGFBP3 y BAX (el-Deiry 1998; Zhao et al. 2000). Los

productos de estos genes median el arresto celular en dos puntos de vigilancia, en G,
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cerca del borde de la fase S, 0 en G, antes de la mitosis. Asi mismo, la activacion de
p53 puede desencadenar otras respuestas que incluyen una muerte celular
programada y senescencia. Al parecer, el eslabén bioquimico entre p53, el arresto

celular y la apoptosis depende del tipo celular (Appella and Anderson 2001).

Modificaciones post-traduccionales de p53: su activacion

La proteina p53 es una fosfoproteina compuesta por 393 aminoacidos que tiene un
peso molecular de 53 kDa y una localizacién nuclear esencial para su actividad como
factor de transcripcion (Smith et al. 1995). Los estudios realizados sobre la activacion
de la proteina p53 causada por exposicion a agentes que inducen dafo celular, se
han encaminado al conocimiento de las sefiales que participan. Estas sefiales se
traducen en modificaciones post-traduccionales, las cuales implican eventos de
fosforilacion, acetilacion, metilacion y ubiquitinizaciéon de p53 (Appella and Anderson
2001). Es evidente que los cambios post-transduccionales que sufre p53 son
complejos, al parecer la diferente naturaleza de los distintos tipos de dafio al DNA
permite activar diferentes cinasas que modifican de manera muy especifica los

residuos de aminoacidos de la proteina, llevandola a su activacion.

En la region amino terminal (N-terminal) de la proteina p53 se han identificado sitios de
fosforilacion, primordialmente en serina 6, 9,15, 20, 33, 37, 46 y en treonina 18 y 81,
fosforilaciones que pueden ser inducidas por una exposicion a la radiacion ionizante o
luz UV. En la region carboxilo terminal (C-terminal), Ser315 y Ser392 son fosforiladas.

Por otra parte, lisina 320, 373 y 382 son acetiladas en respuesta a dafio al DNA.

Al parecer, los eventos de fosforilacion concuerdan con el elemento causante de dafo.
Se encontré que ante una exposicion a la radiacién ionizante el incremento de la
fosforilacion en Ser6, 9 y 15 fué observado tempranamente (a los 30 min de
exposicion), en comparacion con la exposicion a luz UV, en donde el incremento fue
mas lento, pero se mantuvo por mas tiempo. En fibroblastos humanos bajo condiciones

de senescencia, se detectd un incremento significativo de la fosforilacion en Serl5,
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sugiriendo que la fosforilacion en este sitio puede ser una de las sefiales criticas para la
activacion de p53 (Ferbeyre et al. 2000; Webley et al. 2000). Por otro lado, los
aminoécidios Thrl8 y Ser20 son fosforilados en células con dafio en el DNA y en
células de cancer de mama, que expresan un p53 silvestre (Craig et al. 1999).
Continuando con los estudios de fosforilacion (Kapoor and Lozano 1998; Blaydes et al.
2001) se determino que Ser315 y 392 son los primeros sitios fosforilados en respuesta
a la exposicion a UV. Por otra parte, la acetilacion de Lys382 se reportd en células
expuestas a radiacion ionizante y luz UV (Sakaguchi et al. 1998), mientras que la
acetilacion de Lys320 es inducida por luz UV. Asi mismo, Lys382 y Lys373 son sitios
acetilados en respuesta a hipoxia, antimetabolitos e inhibidores del exporte nuclear (Ito
et al. 2001).

La cinasa ATM, ha sido reconocida como la primer cinasa que participa en la
fosforilacion de p53 en Serl5, en respuesta a radiacion ionizante (Banin et al. 1998;
Canman et al. 1998), mientras que la cinasa ATR que fosforila a p53 en Serl5 y 37
tiene una papel esencial en la activacion de p53 en células expuestas a luz UV. Asi
mismo, la cinasa DNA-PK, ademas de tener un papel relevante en la reparacion del
rompimiento de doble cadena del DNA, regula la fosforilaciéon de p53. Ser9 y Thrl8 son
los aminoacidos fosforilados por la cinasa caseina (CK)1-3, al parecer iniciando una
cascada de fosforilacion que depende de la fosforilacion de los residuos Ser6 y Serl5,
no descartando la participacidon de otras cinasas que puedan contribuir a la fosforilacién
de estos sitios. Dos cinasas con actividad serina/treonina, Chkl y Chk2 que se
encuentran rio abajo de la cinasas ATM y ATR, fosforilan a p53 en Ser20 y
posiblemente en otros residuos (Chehab et al. 2000; Shieh et al. 2000). Mientras que
ATM y Chk2 activan a p53 en respuesta a la radiacion ionizante, ATR y Chkl son
requeridas en respuesta a dafno inducido por luz UV.

En lo que respecta a la participacion de las acetiltransferasas de histonas (HATS), la
proteina de union a CREB, p300/CBP y el factor asociado PCAF promueven la
acetilacién de p53 en Lys373 y 382 (p300/CBP) y Lys320 (PCAF) (Sakaguchi et al.
1998; Liu et al. 1999). Estas enzimas se unen a p53 y actlan como co-activadores para

18



Marisol Sandoval, Doctorado

la transcripcion mediada por p53 (Avantaggiati et al. 1997; Lill et al. 1997). Por otra
parte, las desacetilasas de histonas (HDAC1, 2 y 3) interactian con p53 regulando
negativamente su funcion. Una serie de estudios sugieren que la desacetilacion de p53
es uno de los mecanismos que controlan su actividad (Juan et al. 2000). La
desacetilacion de p53 es mediada por el complejo de desacetilasas de histonas
(HDAC1) y la proteina PID, proteina que ha sido identificada como un componente del
nucleosoma remodelador y del complejo HDAC1 (Luo et al. 2000). Estos resultados
resaltan la importancia de la acetilacion de p53 y sugieren que la desacetilacion e
interacciébn con el complejo NuRD asociado a PID/MTA2 pueden jugar un papel

importante en la regulacion de la actividad de p53.

La actividad de union de p53 al DNA

Existen una serie de agentes que dafian al DNA (radiaciones UV, hipoxia, agentes
carcindgenos) y que activan a p53 mediante su fosforilacion, induciendo su
estabilizacion en el nacleo y potenciando su unién al DNA (Koutsodontis et al. 2005).
La proteina p53 es un factor de transcripcién que reconoce secuencias blanco en el
DNA y regula la expresion de un gran numero de genes cuyos productos son
requeridos para la progresion del ciclo celular, diferenciacion, reparacion del DNA y
apoptosis. La proteina p53 puede ser estructural y funcionalmente dividida en tres
regiones esenciales para su actividad: a) una regién altamente acidica en el extremo
N-terminal, la cual actia como un dominio trans-activador, entre los aminoacidos 20
y 60, b) una region central, que le confieren el dominio de union al DNA, entre los
aminoacidos 102 y 292, y c) una region C-terminal, que le confiere un dominio de
tetramerizacién entre los aminoacidos 324 y 355, asi como su principal sefial de

transporte nuclear (Ko and Prives 1996).

La proteina p53, en su forma tetramérica, se une al DNA en cuatro diferentes
repetidos 5"-RRRC(A/T)-3" (R=purina). Las principales mutaciones en p53 asociadas
a tumores han sido caracterizadas en el dominio de unién al DNA y en la region C-

terminal, sin embargo es probable que algunas formas mutadas de la proteina
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adquieran la capacidad de unirse al DNA de manera inespecifica, teniendo como
resultado la trans-activacion de una serie de genes que no son el blanco natural de
p53 silvestre, lo que podria explicar el potencial tumorigénico in vivo observado en
algunas formas mutadas de la proteina en diversos tipos de cancer (Harris and
Levine 2005).

La proteina p53 puede regular de forma positiva 0 negativa la expresion de sus
genes blanco. Esta proteina, favorece la transcripcion del gen de la creatinina cinasa
especifica de ratén, el gen MDM2, el gen del receptor del factor de crecimiento
epidermal humano y el gen p21, por citar algunos (Hoh et al. 2002). La proteina p53
también puede funcionar como un represor de la transcripcion para genes como c-
fos, c-jun, c-myc, IL-6 y Rb (Pavelic et al. 1996). Al parecer, la represion ejercida por
p53 esta mediada por su interaccion con factores que se unen a la caja TATA, tales
como TBP y TFIIA.

Vias de sefalizacién en la regulacion transcripcional ejercida por p53

Una de las preguntas centrales en la regulacion transcripcional es quiénes inician las
sefales que regulan a los factores de transcripcion, desencadenando respuestas
gue, bajo condiciones normales, mantienen la integridad celular. En la regulacién
transcripcional ejercida por p53 participan diversas cinasas, tales como las cinasas
PKB/Akt y PKC, las cuales son reguladas por diversas sefales extracelulares.

La cinasa PKB/Akt

La via de sefalizacion PI3-K/PKB/Akt participa en la progresion del ciclo celular, en
la apoptosis y en la regulacion transcripcional (Brazil et al. 2004). La proteina
cinasa B también conocida como PKB, Akt, c-Akt o RAC pertenece a una familia de
cinasas evolutivamente conservadas en todos los eucariontes que incluye tres
miembros: Akt-1/PKBa, Akt-2/PKBp y Akt-3/PKBy (Bellacosa et al. 1991; Coffer and
Woodgett 1991).
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PKB es una cinasa serina/treonina, de un peso molecular de 60 kDa. En el extremo
N-terminal tiene un dominio de homologia a pleckstrina (PH), en su parte central
tiene un dominio cinasa (con una Thr308 en el asa de activacion susceptible de ser
fosforilada) y en el extremo C-terminal tiene un motivo hidrofébico (con una Ser473

susceptible de ser fosforilada) (Blume-Jensen and Hunter 2001).

PKB participa en diversas rutas de sefializacion celular y actia como transductor de
muchas funciones iniciadas por los receptores de factores de crecimiento que
activan a la cinasa 3"-fosfatidilinositol (P13-K). La activacién de PI3-K induce, por un
mecanismo aun no conocido, la fosforilacion de PKB/Akt en Ser473 mediante una
cinasa tipo PDK2, cuya identidad se desconoce todavia. Se propone que esta
fosforilacién induce un cambio conformacional en PKB/Akt, exponiendo su dominio
PH, el cual interactia con los fosfoinositidos generados por PI3-K (Ptins(3,4)P, y/o
Ptins(3,4,5)P3) (Chan et al. 1999; Bellacosa et al. 2005), causando su translocacion
hacia la membrana plasmética, en donde esta localizada la cinasa 1 dependiente de
3’-fosfoinositido (PDK1). PDK1 fosforila a las diferentes isoformas de PKB/Akt: para
el caso de PKBua, la fosforilacion se lleva a cabo en Thr308; para PKB en Thr309 y
PKBy en Thr305. Una vez activada PKB/Akt es traslocada al citosol y al nucleo,

donde actlia sobre sus diversos sustratos.

Otros estudios han demostrado que la estimulacion de la actividad de PKB/Akt
puede ser originada por factores de crecimiento, lo que sugiere su participacion en la
progresion del ciclo celular. Las primeras evidencias que demostraron la
participacion de esta cinasa en el ciclo celular fueron aportadas por un estudio que
demostré que la sobre-expresion de PKBp/Akt2 acelera la progresion del ciclo
celular e induce transformacion en fibroblastos de raton (Cheng et al. 1997). Por otro
lado, la participacién de la cinasa PKB/Akt durante la fase G;-S del ciclo celular fue
analizada encontrando que la transicion G;-S es regulada por la proteina
retinoblastoma (pRB), la cual reprime la transcripcion de una bateria de genes

requeridos en fase S para la sintesis del material genético. La proteina pRB es
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fosforilada e inactivada por cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que como su
nombre lo dice, requieren de ciclinas para su activacion. La cinasa CDK4 es
particularmente importante para la fosforilacion de pRB en la fase G; tardia. Las
CDKs son asi mismo reguladas negativamente por una familia de proteinas
inhibidoras que incluyen a p27"'"*y a p21°"**. En este sentido, en células T, PKB/Akt
esta involucrada en la regulacién de la fosforilacion de pRB, dado que PKB/Akt

puede controlar la expresién de p27<!y p21°"* (Brennan et al. 1997).
PKCy p53

Las proteinas cinasas C (PKC) son una familia de cinasas serina/treonina que tienen
un papel clave en regular multiples actividades celulares. La familia PKC esta
constituida por 12 isoformas, las cuales estan clasificadas en tres subfamilias de
acuerdo con la estructura de su dominio N-terminal que determina su sensibilidad al
Ca?* y al diacilglicerol (DAG). Las isoformas clasicas (PKC-a, PKC-Bl, PKC-ll y
PKC-y) son reguladas por Ca**y DAG, las isoformas nuevas (PKC-8, PKC-¢, PKC-
6y PKC-n) que no son reguladas por Ca*'y las isoformas atipicas (PKC-C, PKM-( y
PKC-1 ) que no son reguladas por Ca®'y DAG. Todas las isoformas de PKC tienen
un dominio de cinasa conservado (KD) que es autoinhibido por el dominio llamado
pseudosubstrato (PSE) que bloquea el acceso al sitio activo. Las isoformas clasicas
contienen un dominio de union al DAG y a éster de forbol (C1) y un dominio de unién
de grupos fosfatidilserina dependiente de Ca** (C2). La presencia de estos dominios
en las isoformas clasicas explica su dependencia al DAG y al Ca®" para su
activacion. Las isoformas nuevas contienen un dominio C1 funcional y un dominio
similar a C2, que no contiene los repetidos requeridos para unién a Ca®". Asi estas
isoformas son independientes del Ca®". Finalmente, las isoformas atipicas no
contienen los dominios funcionales C1 y C2, siendo su activacion independiente del
Ca?'y DAG (Poole et al. 2004).

Estudios realizados en los QHN, han demostrado la presencia de las isoformas PKC-

a, PKC-3, PKC-¢, PKC-0 y PKC-C . Uno de los aspectos que ha llamado la atencion
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de esta familia de cinasas es su expresion especifica en determinadas capas de la
piel, por ejemplo PKC-a ha sido identificada principalmente en las capas espinosa y

granular (Verma et al. 2006).

Por otra parte, la participacion de PKC como una cinasa esencial en la activacion de
factores de transcripcion que regulan diversos procesos celulares se encuentra en
constante estudio. Al respecto, Youmell et al., en 1998, realizaron ensayos in vitro
gue demostraron la fosforilacion de la proteina p53 en la region c-terminal (Ser 371)
por la cinasa PKC-a. De manera interesante, esta fosforilacion correlacion6 con el
incremento en la actividad de union de p53 al DNA. Asi mismo, ensayos de co-
transfeccion de p53 con PKC-a y PKC-, confirman el incremento en la transcripcion
de p53. Sin embargo los estudios in vivo hasta el momento no han confirmado una

regulacion directa en la funcionalidad de p53 por PKC (Youmell et al. 1998).

Ciclina D1 como un marcador de proliferacién epitelial

La sobre-expresion de ciclina D1 ha sido detectada en diferentes tipos de cancer,
particularmente en cancer de mama, donde esta proteina esta alterada en mas del
50% de todos los casos. Niveles elevados de ciclina D1 acortan el ciclo celular,
contribuyendo directamente a la progresion tumoral. La expresion de ciclina D1 es
regulada por mdultiples sefales coordinadas que alteran la transcripcion del gen, la
traduccion del mRNA y la estabilidad de la proteina. La ciclina D1 inicia la progresion
del ciclo celular hacia la fase S. El principal papel del par ciclina D1/CDK2 6 CDK4
consiste en promover la fosforilacion de la proteina Rb, impedir el reclutamiento de
HDAC vy finalmente permitir el acceso del complejo E/Cdk2 a sus genes blanco. Un
Rb hiperfosforilado no se asocia con E2F, permitiendo entonces la activacion
transcripcional de los genes de la fase S, como el gen de la ciclina E. La fosforilacion
de Rb, la activacion de E2F y la correspondiente expresion de ciclina E, son
probablemente las funciones mas importantes del complejo ciclina D1/CDK4 en la
regulacion del ciclo celular (Dowdy et al. 1993). La pérdida de ciclina D1 puede
resultar en la inhibicion de la proliferacion celular por arresto celular en la fase G;
(Sherr 2000).
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Diferentes evidencias sugieren que PKB/Akt puede regular a ciclina D1 en cada uno
de los tres niveles mencionados (produccion del transcrito, su estabilidad y la
estabilidad de la proteina (Muise-Helmericks et al. 1998; Gille and Downward 1999;
Takuwa et al. 1999). Dada la participacion de PKB/Akt es claro que existe una
correlacion entre esta cinasa y ciclina D1 en el control del ciclo celular en respuesta
a ciertos estimulos. De manera interesante, nuevos datos indican la participacion de
PKB/Akt también en la transicion G,/M del ciclo celular. Al encontrarse
constitutivamente activa la via PKB/Akt, ésta regula los puntos de vigilancia de la
fase G,/M, inducidos por dafio al DNA. Asi mismo, la transicion de la fase G,/M a la
fase G; esta disminuida en fibroblastos de embriones de raton en donde esta
ausente PKBa/Aktl (Kandel et al. 2002).

La via PKB/Akt es conocida como una via anti-apoptotica debido a la fosforilacion e
inhibicibn de mediadores pro-apoptéticos, tales como Bad, miembros de la familia
FOXO vy la cinasa-p del inhibidor 1xB (IKK-B). Asi mismo, se identifico un factor de
transcripcion pro-apoptoético asociado a la proteina Yes (YAP) como un nuevo
sustrato de PKB/Akt (Basu et al. 2003). En presencia de PKB/Akt se activa la
fosforilacion de YAP en Serl27 in vivo y se bloquea la activacion transcripcional
mediada por YAP de ciertos genes pro-apoptéticos, tales como p73. De esta
manera, la fosforilacion de YAP por PKB/Akt atenla el proceso apoptotico. Al
parecer, los estudios realizados hasta el momento apoyan de manera importante la
participacion de la via de sefalizacion PI3-K/PKB/Akt en diferentes procesos

celulares que rigen la expresion genética.

De esta manera, los antecedentes descritos indican que uno de los principales
efectos de la exposicion al As es el cancer de piel, apoyando la idea de que el
control del proceso de la proliferacion celular se encuentra alterado en diferentes
tipos celulares, llevando a un proceso de carcinogénesis (Germolec et al. 1997).
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Dada la importancia que tiene el conocer los mecanismos moleculares por los cuales
el As induce alteraciones bioldgicas, el principal objetivo de este trabajo fue analizar
el efecto del arsenito de sodio en los procesos de proliferacion celular en cultivos
secundarios de los queratinocitos humanos y en la linea celular C33-A. La proteina
ciclina D1 fué considerada como un marcador importante en la evaluacién de la
proliferacion celular. Por otra parte, investigamos el efecto del arsenito de sodio en el
proceso de la diferenciacion celular en los cultivos de queratinocitos, evaluando a la
proteina involucrina humana como indicador de diferenciacion epitelial. En ambos
sistemas epiteliales se estudiaron los mecanismos moleculares que regulan la
actividad de unién de p53 al DNA, asi como el papel de la via de sefalizacion PI3-
K/PKB/Akt en la activacion de ésta proteina. La valoracion del dafio genotéxico
producido por el arsénico, asi como la exploracion de las diferentes piezas claves en
ambos sistemas celulares puede constituir una herramienta util en el prondstico de

cambios neoplasicos epiteliales.
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Hipotesis

El tratamiento con arsenito de sodio modula la proliferaciébn celular en los
queratinocitos humanos normales y en la linea celular C33-A, efectos determinados
por la funcionalidad y la integridad de la proteina p53. Asi mismo, el arsenito de
sodio es capaz de iniciar eventos de diferenciacion celular en los queratinocitos

humanos normales.

Objetivos

Objetivo General:

Evaluar y analizar los efectos del arsenito de sodio sobre la proliferacion y
diferenciacion celular utilizando dos sitemas epiteliales: cultivos secundarios de

queratinocitos humanos normales y células C33-A.

Objetivos Particulares:

® Evaluar los cambios en la viabilidad celular de los cultivos secundarios de los
gueratinocitos humanos normales y las células C33-A expuestas al arsenito
de sodio, empleando el método 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT).

®  Determinar la presencia de dafio genotoxico en los cultivos secundarios de los
gueratinocitos humanos normales expuestos al arsenito de sodio

(identificacion de micronucleos).

= Determinar el efecto del arsenito de sodio en los niveles de la proteina p53 asi

como en su actividad de union al DNA en ambos sistemas epiteliales,
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mediante inmunodeteccion en fase sélida y ensayos de interaccion proteina-
DNA.

Evaluar la actividad transcripcional de p53 en células C33-A expuestas al
arsenito de sodio empleando ensayos funcionales de gen reportero.

Determinar si el arsenito de sodio es capaz de activar a la cinasa PKB/Akt en
ambos sistemas celulares y demostrar si ésta activacion es por medio de PI3-
K. Asi mismo, conocer si la activacion de la via PI3-K/PKB/Akt regula la
actividad de unién de p53 al DNA en ambos sistemas celulares expuestos al
arsenito de sodio, realizando inmunodeteccion en fase sdlida y ensayos de

interaccion proteina-DNA.

Conocer si el Ca?* participa en la actividad de unién de p53 al DNA en ambos
sistemas celulares expuestos al arsenito de sodio, mediante ensayos de

interaccion proteina-DNA.

Determinar si el arsenito de sodio promueve el proceso de la diferenciacion
celular de los cultivos secundarios de queratinocitos humanos mediante la
deteccién de cambios morfolégicos y de los niveles de la proteina involucrina

humana por inmunodeteccion en fase sélida e inmunohistoquimica.

Evaluar las alteraciones en la proliferacion celular en los cultivos secundarios
de queratinocitos humanos expuestos al arsenito de sodio mediante la
determinacion del indice nuclear, los cambios en la tasa de proliferacion

celular y las alteraciones en la proteina ciclina D1.

Evaluar las alteraciones en la proliferacion celular en la linea celular C33-A
expuestas al arsenito de sodio, mediante la determinacion de las tasas de
proliferacion, la actividad transcripcional del promotor de ciclina D1 y los

efectos sobre la activacion de c-myc.
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® Proponer un modelo que explique los mecanismos de accion del arsenito de
sodio en la modulacién de la proliferacion y diferenciacion celular de los dos

sistemas epiteliales empleados en este trabajo.
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Materiales y Métodos

Cultivos Celulares

Los cultivos primarios de queratinocitos fueron obtenidos a partir de prepucios de
nifos recién nacidos se crecieron en medio Keratinocyte-SFM (K-SFM Life
Technologies, Inc), con 50 mg/It de extracto de pituitaria bovina, 5 ug/lt de factor de
crecimiento epidermal (EGF), 100 mg/ml penicilina-estreptomicina y gentamicina en
una atmosfera de CO; al 5%. La induccién a un estado de diferenciacion celular de
los queratinocitos humanos normales (QHN) se realizd con cloruro de calcio (CaCl, 2
mM) durante 24 h.

La linea celular C33-A derivada de un adenocarcinoma cervical humano, se crecio
en un mezcla de medio F-12/D-MEM en la relacién 1:1 (v/v) (Life Technologies) con
7% de suero fetal bovino (SFB) (Life Technologies). Las células se incubaron a 37
°C en una atmoésfera de CO; al 5%, hasta alcanzar una confluencia del 85%. La linea
celular HelLa derivada de un adenocarcinoma cervical humano, se crecié en medio
D-MEM con 10% de suero fetal bovino, y se mantuvo a 37 °C en una atmésfera de
CO; al 5%.

El cultivo primario de células gliales de Bergmann de pollo fue obtenido mediante el
método empleado por Ortega y cols. (Ortega et al. 1991). Los cultivos se crecieron
en medio Dulbecco modificado por Tagle (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con
10% de suero fetal bovino, glutamina (2 mM) y gentamicina (50 ug/ml). Los cultivos

se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera de CO, al 5%.
Evaluacién de la Citotoxicidad

Una vez crecidos los cultivos secundarios de los queratinocitos humanos normales
(QHN) y las células C33-A, hasta una confluencia del 85%, se expusieron a
diferentes concentraciones de arsenito de sodio, (0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5y 5
uM) durante 24 h. La viabilidad celular se determiné por el método MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich Co.) descrito
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por Mosmann (Mosmann 1983). Las células fueron sembradas y una vez tratadas
con arsenito de sodio por el tiempo especificado, se les adiciond 40 ul del reactivo
MTT (5 mg/ml), durante 4 h (37 °C). Las células fueron cosechadas por
centrifugacion y resuspendidas en la solucion isopropanol:HCI (100 ul), para obtener
la lisis. Las muestras fueron analizadas a 630 nm, empleando una placa ELISA en
un epectrofotometro Opsys MR (Dynex Technologies). Posteriormente se realizé un
nuevo ensayo en donde las células fueron tratadas con arsenito de sodio (1.5 uM) a
los tiempos 24-72 h empleando el mismo método, 24 h post-tratamiento se realiz6

cambio de medio.

Genotoxicidad y proliferaciéon celular en los cultivos secundarios de los
QHN

La evaluacion del dafio genotoxico se realiz6 mediante la técnica de micronucleos
por bloqueo de citocinesis con citocalasina B (Fenech et al. 2003). Esta técnica
asegura que el registro de microndcleos se realice en células que sélo han
experimentado un primer ciclo de division celular y que los micronucleos sélo sean
inducidos por el compuesto que se evalla. La proliferacion celular de los cultivos
secundarios de los QHN, fue determinada mediante la técnica de indice nuclear (IN),

la cual se basa en el conteo del nimero de veces de la division celular, en donde:

IN= (1(mon) + 2(bi) + 3(tri/poli))/100
mon= células mononucleadas
bi= células binucleadas
tri= células trinucleadas

poli=células polinucleadas

Los cultivos secundarios de los QHN, en un estado de confluencia del 85%, fueron
tratados con citocalasina B (2 mg/ml) y con diferentes concentraciones de arsenito
de sodio (0.5, 1.0, 1.5 uM), durante 24 h para determinar el dafio genotoxico y 48 h

para determinar la proliferacién celular. Las células fueron tripsinizadas y fijadas con
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600ul de solucion fijadora (metanol y &cido acético, 3:1). Posteriormente se
centrifugaron por 10 min a 1200rpm, y se resuspendieron en 200 ul de solucion
fijadora. El resuspendido se deposité en laminillas y se tifieron con eosina y azul de
metileno. La evaluacion del dafio genotoxico se registr6 mediante el conteo al
microscopio optico de 1000 células binucleadas, por duplicado, de dos experimentos
independientes, analizando en cada una de las células binucleadas la presencia o
ausencia de los micronucleos. Con respecto a la proliferacién celular se realiz6 el
conteo al microscopio Optico de 500 células binucleadas, trinucleadas vy

polinucleadas, por triplicado y de tres experimentos independientes.

Proliferacion Celular en los cultivos secundarios de los QHN vy las
células C33-A

Los cultivos secundarios de los QHN, en un estado de confluencia del 75%, fueron
tratados con arsenito de sodio (1.5 uM), durante 0-72 h, la proliferacion celular fue
evaluada por el método MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) (Sigma-Aldrich Co.). Para el caso de las células C33-A, en un estado de
confluencia del 75%, fueron tratadas con arsenito de sodio (1.5 uM) en medio al 2%
de SFB a los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96 h. La evaluacion de la proliferacién celular se

determiné empleando el mismo método.

Inmunodeteccion en Fase Sélida

Cultivos secundarios de los QHN y células C33-A, en un estado de confluencia del
85%, se expusieron a diferentes concentraciones de arsenito de sodio (0.1, 0.5, 1.0,
y 1.5 uM,) durante 30 min y 24 h. Las células fueron cosechadas y las pastillas
obtenidas se resuspendieron en 100 ul de regulador RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7.5,
EGTA 1 mM, NaCl 158 mM, NaF 25 mM, Ny3VO41 mM, MpoM,O4 1 mM, PMSF 1
mM, Aprotinina 2.5 pg.ul™y Leupeptina 2.5 pg.ul™) para obtener los extractos totales.
La concentracion de extractos totales fue determinada mediante el método de

Bradford (Bradford, 1976). Cantidades normalizadas de extractos totales fueron
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eluidos en solucion de carga (Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS 6%, 2-mercaptoetanol
300 mM, azul de bromofenol 0.3% y glicerol 30%). Las muestras se hirvieron durante
5 min y fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
10% en condiciones desnaturalizantes. Los geles se transfirieron a membranas
biologicas PVDF (Polivinilideno di-fluoruro) en cémara humeda (Bio-Rad). La
eficiencia de la transferencia se determind por tincion de la membrana con rojo de
Ponceau. Los sitios irrelevantes se cubrieron por incubacion de las membranas a
una solucion de blogqueo (leche descremada 5%, Tween-20 0.1% en TBS).
Posteriormente las membranas se expusieron a los anticuerpos anti-p53 (sc-126),
anti-cyclin D1 (sc-717), anti-involucrin (sc-21748), anti-p-AKT (sc-7985), anti-p-GSK-
3B (sc-11757) y anti-B-actin (sc-32251) segun fuese el caso. El exceso de los
anticuerpos se elimind mediante 3 lavados (TBS-Tween-20 0.1%). Las membranas
se incubaron con anticuerpos acoplados a peroxidasa y las bandas relevantes se
detectaron por autorradiografia, empleando quimioluminiscencia ECL (Amersham
Pharmacia Biotech).

Ensayos de Interaccion DNA-proteina

e Extractos nucleares: Cultivos secundarios de los QHN y células C33-A, en
un estado de confluencia del 85%, fueron expuestos a diferentes
concentraciones de arsenito de sodio (0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 uM,) durante 30 min
y 24 h, posteriormente los extractos nucleares se obtuvieron mediante la
técnica descrita por Schreiber (Schreiber et al. 1989). Las células se
cosecharon utilizando un tampén Tris-Dulbecco (TD) (NaCl 0.7 M, KCI 5 mM,
Na;HPO, 0.8 mM, Trizma-base 50 mM pH 7.45); las células se congelaron
cuando asi se requiri6 en tampon TrisDulbecco-Glicerol 30%. Una vez
descongeladas las células, se resuspendieron y se incubaron en solucién A
(HEPES 10 mM pH 7.9, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1
mM) durante 15 min. Una vez cumplido el tiempo, se les agregd NP40 10%,
se agitaron vigorosamente y fueron centrifugadas por 3 min a 12,500rpm. Las
pastillas obtenidas se resuspendieron en soluciéon C (HEPES 10 mM pH 7.9,
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NaCl 0.4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM), y se agitaron durante 30
min a 4 °C. Finalmente las muestras se centrifugaron para obtener los
extractos nucleares, los cuales fueron almacenados a -70 °C hasta su uso en

los ensayos de retardamiento.

Oligonucleédtidos: los oligonucleétidos utilizados en los ensayos de
interaccién proteina-DNA, fueron sintetizados en el sintetizador Applied
BioSystema 391 DNA, del Departamento de Genética y Biologia Molecular del
Cinvestav-IPN. Los oligonucleétidos fueron purificados e hibridados para
obtener una sonda de DNA de doble cadena. Los oligonucleotidos utilizados

se muestran en la siguiente tabla:

OLIGO- SECUENCIAS
NUCLEOTIDO
p53
(Gohler et al. 2002) 5’-CTAGTACAGAACATGTCTAAGCATGCTGGGGACT-3’
Sp1l 5’-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA-3’
AP-1 (SV40) 5’-CTAGRATAATATGACTAAGCTGTG-3’
c-Myc
(Murre et al. 1991) 5’- CTAGGGAAGCAGACCACGTGGTCTGCTTCC -3’

Marcaje de oligonucledtidos: El marcaje de los oligonucleétidos de doble
cadena se realizé empleando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de
E. coli. Se marcaron 100 ng de DNA en un volumen final de 10 ul, donde se
adiciono 1 pl de cada nucleétido (10 mM de dGTP, dTTP, dCTP) y 10 uCi de
dATP (aP*?), asi mismo se adicioné 1pul de solucién de marcaje TM 10X (50

mM de NaCl pH 7.6). La mezcla se incub6 con 1 U de enzima Klenow (Life
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Technologies) por 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se diluy6

la sonda marcada a una concentracion final de 1 ng/ul.

Ensayos de Retardamiento y Competencia: Una vez obtenidos los
extractos nucleares de los cultivos secundarios de los QHN y C33-A, tratados
con arsenito de sodio durante 30 min y 24 h, fueron incubados en solucién de
unién de proteinas BDG 1X (HEPES 12 mM, pH 7.8, glicerol 10%, EDTA 0.05
mM, MgCl, 4 mM, KCI 10 mM, ditiventral 1 mM, espermidina 2 mM) y 0.3-1 ug
de poly-d(I-C) (Pharmacia Biotech) durante 10 min a 4 °C, posteriormente se
agrego6 1 ng del oligonucleétido marcado radiactivamente y se incub6 por 10
min a 4 °C. Las mezclas de reaccién se sometieron a electroforesis en un gel
de acrilamida al 7%, empleando TBE 0.5X (Trizma-Base 89 mM, acido borico
89 mMy EDTA 2 mM pH 8.45) con un voltaje de 120 V. Los geles se secaron
al vacio y se expusieron en placas radiograficas (Kodak Eastman). En el caso
de los ensayos de competencias, las mezclas de reaccion se preincubaron
con concentraciones especificas de oligonucleétidos homologos y heterélogos

frios antes de agregar el oligonucleétido marcado.

Ensayos de Super-retardamiento: Para los ensayos de super-
retardamiento, las mezclas de reaccion de los complejos proteina-DNA se
incubaron a 4 °C con 5 ug del anticuerpo anti-p53 (sc-126) y anti-sox10 (sc-
17342) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) durante 4 h, previo a la

electroforesis.

Plasmidos

La construccién p53CAT contiene la secuencia consenso de union para p53,

presente en la regién promotora del gen p21, bajo el control del promotor SV40 y se

basa en el uso del gen reportero cloranfenicol acetil transferasa (CAT), fue obtenida

en nuestro laboratorio (mapa en anexo 1) (Hernandez 2005). La construccién pXP2-

CD1, donada amablemente por el Dr. Francoise Thierry (Instituto Pasteur, Paris),
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contiene al promotor del gen ciclina D1 humano (Herber et al. 1994), y como gen

reportero a luciferasa (mapa en anexo 1).

Ensayos de transfeccidn transitoriay ensayos CAT

Las células C33-A (sembradas en placas p60), en un estado de confluencia del 75-
80%, se transfectaron con 6 ug de DNA, empleando para la transfeccion el método
con cloruro de calcio previamente descrito (Thierry et al. 1992). 24 h post-
transfeccion, las células fueron tratadas con arsenito de sodio (1.5 uM), wortmanina
(100 nM) y LiClI (3 mM), durante 24 h. Las células se cosecharon 48 h post-
transfeccion en tampon TEN (Tris-HCI 40 mM, pH 8.0; EDTA 1 mM; NaCl 15 mM) y
se lisaron empleando 5 ciclos de lisis congelacidn-descongelacion, en Tris-HCI 0.25
M, pH 8.0. La concentracion de proteinas se cuantificd utilizando el sistema de
deteccién de proteinas (Bio-Rad) y con base en ello se normalizaron los extractos
nucleares entre si. Volimenes normalizados de los extractos nucleares se incubaron
con 0.25 uCi de (**C) cloranfenicol (50 mC1/mmol) (Amershan Corp) y con 3 ul de
acetyl-CoA (20 mM) (Sigma). Las reacciones de acetilacion se llevaron a cabo a 37
°C durante 16 h. Las muestras se extrajeron con acetato de etilo (J.K. Baker) y se
cargaron en placas de cromatografia en capa fina (TLC) (Sigma Chemicals Co.). La
cromatografia se realiz6 utilizando una mezcla de solventes de cloroformo-metanol
(97:3). Finalmente, las placas de TLC se cuantificaron para determinar el porcentaje
de conversion en cloranfenicol acetilado utilizando el analizador de imagenes

Thypoon (Amersham Pharmacia Biotech).

Inmunocitoquimica

Los cultivos secundarios de los QHN, tratados con arsenito de sodio (1.5 uM)
durante 24 h, se tifieron con el anticuerpo anti-involucrina. Los QHN se sembraron
en laminillas (22 X 22 mm), las cuales previamente se trataron con poli L-lisina (0.01
mg/ml) y se lavaron con etanol. Las células fueron fijadas con metanol durante 20

min a 20 °C. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X y se tifieron con Peroxidasa-
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Estreptavidina-Biotina DAB (ImmunoDetector HRP/DAB, BIO SB, Inc, Santa
Barbara, CA). El control de inmunotincion se realiz6 bajo las mismas condiciones, en
ausencia de los anticuerpos primarios. Para bloquear la actividad de la peroxidasa
enddgena, las laminillas se trataron con 0.3 % de peroxido de hidrogeno (H20,)
durante 15 min. Las laminillas se trataron con tampones de citrato (10 mM, pH 6.0,
BIO SB, Inc, Santa Barbara, CA) durante 30 min y se incubaron con el anticuerpo
anti-involucrina (dilucion 1:100) durante 40 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se enjuagaron en tampoén salino Tris (Immuno/DNA Washer, BIO SB,
Inc, Santa Barbara CA). Las laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario
biotina-marcada y peroxidasa-biotina-estreptavidina por 20 min. Como substrato se
empleo 3,3 -diaminobenzidina tetrahidrocloride (DAB) al 0.05%, y la obtencién de
una sefal positiva se identific6 mediante la presencia de color café, bajo la
observacion al microscopio de luz. Las laminillas se contratifieron suavemente con
hematoxilina Mayer’s, deshidratadas y montadas en medio de montaje Entellan
(Merck). Finalmente, las laminillas se examinaron bajo campos de luz Zeiss
Axioscope 40 microscopio y empleando el programa Axiovision (Carl Zeiss, Inc.
Thornwood, NY), con una magnificacion de 40X y 100X.
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Resultados

Efectos del arsenito de sodio (NaAsO,) sobre las células epiteliales

Los efectos citotoxicos del NaAsO, fueron evaluados por el método MTT mediante
una curva dosis-respuesta. De acuerdo con los resultados obtenidos, el NaAsO; no
afecta la viabilidad celular de los cultivos secundarios de los QHN ni la viabilidad de
las células C33-A cuando es aplicado a las concentraciones sefaladas durante 24 h
(Fig. 4A).
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Figura 4. El NaAsO; no causa efectos citotoxicos significativos en células epiteliales humanas.
A. Cultivos secundarios de los QHN y células C33-A fueron tratadas con concentraciones crecientes
de NaAsO, (como se indica) durante 24 h. B. Ambos sistemas celulares fueron tratados con 1.5 uM
de NaAsO, durante 24 h, posteriormente el medio fue cambiado y la viabilidad celular se determiné a
las 48-72 h. La viabilidad celular fue evaluada mediante el método MTT vy los resultados se expresan
con respecto al control (células no tratadas). Los valores graficados son los promedios */- el error
estandar (E.E.).
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Asi mismo, ambos tipos celulares fueron tratados a la concentracion de 1.5 uM
durante 24 h, se realizé el cambio de medio (medio de crecimeinto sin arsénico) y se
evaluo la citotoxicidad desde las 48 h y hasta las 72 h (Fig. 4B). Como se puede
observar no hubo un efecto citotoxico, dado que la viabilidad celular no presenta
cambios significativos con respecto al control. La prueba estadistica t de Student,
indic6 que el porcentaje de viabilidad celular correspondiente al tratamiento con cada
una de las concentraciones empleadas no fue significativamente diferente con

respecto al control, considerando una p< 0.05.

Los cultivos secundarios de los QHN presentan dafio genotdxico al ser
expuestos al NaAsO,

Existen fuertes evidencias que demuestran la presencia de amplificacion génica y la
inhibicion de algunos mecanismos de reparaciéon del DNA como consecuencia de la
exposicidén crénica al arsénico (Rossman et al. 2004). Por otro lado, en linfocitos
humanos fueron encontradas aberraciones cromosomales, tanto numéricas como
estructurales y la presencia de micronucleos (Gonsebatt et al. 1992; Vega et al.
1995). Tomando esto en consideracion, evaluamos si en los cultivos secundarios de
los QHN, con un estado de confluencia del 85%, el NaAsO induce dafio genotdxico,
gue puede ser monitoreado mediante la formacion de micronucleos en el citoplasma.
El analisis obtenido nos indicé la presencia de micronucleos a partir de la
concentracion 0.5uM de NaAsO, con registro de un aumento significativo con
respecto al control (Fig. 5A). Asi mismo, los datos estadisticos indicaron que a la

concentracion de 1 uM se present6 el mayor nimero de micronucleos (Fig. 5B).
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Figura 5. El NaAsO, genera efectos genotéxicos en los QHN. A. Imagen de una célula binucleada
gue presenta dafio celular (micronucleo en el citoplasma). B. Los cultivos secudarios de los QHN
fueron expuestos a diferentes concentraciones de NaAsO, y citocalasina B (2 mg/ml) durante 48 h.
Los efectos genotoxicos se evaluaron mediante la frecuencia de micronlcleos registrada en 1000
células binucleadas por tratamiento. La grafica expresa los valores promedio +/-E.E.

El tratamiento con NaAsO,incrementa los niveles de la proteina p53 en los
cultivos secundarios de los QHN

Para determinar el efecto del NaAsO; en los niveles de la proteina p53, se realizaron
ensayos de inmunodeteccién en fase solida, empleando extractos totales de cultivos
secundarios de los QHN expuestos a diferentes concentraciones de NaAsO,,
durante 24 h y un anticuerpo monoclonal especifico para la deteccion de la proteina
p53. El anticuerpo reconoce una banda de 53 kDa, tamafio correspondiente a la
proteina p53 (Fig. 6). Como se puede observar, los niveles de la proteina p53
aumentaron en forma dependiente de la dosis aplicada. De manera muy interesante,
se observé que a partir de la concentraciéon 0.1 uM de NaAsO,, el nivel de la
proteina aumento considerablemente con respecto al control (Fig. 6). Es importante
sefalar que en el caso particular de los cultivos secundarios de los QHN, los niveles
basales de la proteina p53 son bajos, razén por la cual en las células control la
proteina no es detectable.
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El incremento en los niveles de la proteina p53, debido al NaAsO,, est4 en relacion
directa con la presencia de dafo celular, lo cual correlaciona con el aumenté en el

namero de microndcleos, con respecto al control.
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Figura 6. El tratamiento con NaAsQO; induce a p53. El cambio en los niveles de la proteina p53 fue
evaluado en los cultivos secundarios de los QHN expuestos a diferentes concentraciones de arsenito
de sodio durante 24 h. Los efectos en los niveles de la proteina fueron analizados por
inmunodeteccion en fase sélida, usando el anticuerpo anti-p53 (sc-126, Santa Cruz Biotech.) en
conjunto con la deteccion de B-actina (sc-32251) como control de referencia, para normalizar los
datos. Los extractos totales de HelLa fueron usados como control positivo para el anticuerpo. Los
valores graficados, fueron obtenidos mediante densitometria y representan la media de dos
experimentos independientes +/- E.E.
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El tratamiento con NaAsO, incrementa la union de la proteina p53 (como factor
de transcripcién) al DNA en los cultivos secundarios de los QHN

En condiciones celulares normales, la proteina p53 presenta una vida media corta y
los niveles basales se mantienen bajos; sin embargo, esta proteina aumenta sus
niveles, se acumula en el nucleo y es activada como un factor de transcripcion en
respuesta a dafio al DNA (Appella and Anderson 2001). Asi pues, analizamos el
efecto del NaAsO; en la actividad de unién de p53 al DNA. Inicialmente, se sintetiz
un oligonucledtido con la finalidad de obtener una sonda de DNA de doble cadena,
que fue marcada radiactivamente con o ATP-*P y cuya secuencia consenso seria
reconocida por el factor de transcripcion p53. Se emplearon extractos nucleares de
los cultivos secundarios de los QHN expuestos a diferentes concentraciones de

NaAsO, durante 24 h para realizar los ensayos de interaccion proteina-DNA.

Los resultados obtenidos muestran la formacién de un complejo que aumenta
claramente con respecto al control (células no tratadas), a medida que se incrementa
la concentracion de NaAsO, empleada para tratar a las células (Fig. 7, panel
izquierdo). Como se puede observar, el incremento del complejo es dependiente de
la concentracion de NaAsO,, ya que a la concentracion de 1.5 uM se detecta el

mayor incremento del complejo.

42



Marisol Sandoval, Doctorado

(o]
&
¥
™ . SO &
© Competidor F g eé‘
FS e g BT,
F P aY A ¥ QD F R F e ¢ %%

— — ‘ p53

JU'

Figura 7. Efecto del NaAsO, sobre la actividad de unién de la proteina p53 a su secuencia
consenso en el DNA. La unién de p53 a su secuencia consenso se incrementa en extractos
nucleares obtenidos de los QHN (panel izquierdo) sometidos a los tratamientos sefialados durante 24
h. Los extractos nucleares normalizados entre si mediante la concentracion proteica, fueron
incubados con el oligonucledtido que contiene la secuencia de union de p53, marcado
radiactivamente (complejo p53-DNA, flecha). En el panel central, se muestran los ensayos de
competencia en presencia de un exceso molar de 100 veces del competidor indicado no marcado
radiactivamente. Panel derecho, ensayo de super-retardamiento en ausencia o presencia de 1 ug del

anticuerpo anti-p53 (sc-126) 6 suero preinmune (pre-inm). SR: complejo super-retardado p53. (-)
ausencia del competidor.

Para poder establecer la identidad de este complejo se realizaron ensayos de
competencia. Se emplearon nuevamente extractos nucleares de los cultivos
secundarios de los QHN expuestos al NaAsO, (1.5 uM) y la sonda de DNA marcada
radiactivamente. Se utiliz6 un exceso molar de 100 veces del competidor p53 no
marcado radiactivamente y del oligonucle6tido competidor no marcado Sp-1 como
competidor heterélogo. En la Fig. 7, panel central, se muestra que al emplear al
oligonucledtido p53 como competidor el complejo p53-DNA es abatido, mientras que
cuando empleamos al oligonucleo6tido competidor Sp-1, el complejo se mantiene.
Asi mismo, se corrobor6 la especificidad de la interaccion de la proteina p53 a la
sonda de DNA marcada radiactivamente, empleando un anticuerpo monoclonal que
reconoce a p53. Los ensayos de super-retardamiento en gel confirmaron que al
emplear el anticuerpo anti-p53 se detecta la presencia de un complejo super-

retardado, el cual no estd presente en el control, ni cuando se emplea suero
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preinmune como control negativo (Fig. 7, panel derecho). De esta manera, se
demuestra que el complejo detectado corresponde a la union de p53, como factor de

transcripcion, a su secuencia consenso en el DNA.

El complejo p53-DNA esta presente en las células C33-A

Los resultados obtenidos indican que el NaAsO, incrementa los niveles de la
proteina p53, y que esto eventualmente, permite potenciar la capacidad de unién de
p53 al DNA (aumento total del complejo) con respecto al control. Por lo tanto, en las
células C33-A tratadas con NaAsO,, exploramos la actividad de unién de p53 al
DNA, empleando la misma sonda radiactiva. Como primer punto, se hizo una
comparacion del complejo p53-DNA entre las lineas epiteliales QHN, C33-A y Hela.
Se obtuvieron extractos nucleares de cada una de las lineas epiteliales y se
incubaron con las sonda de DNA. Los resultados obtenidos muestran la presencia

del mismo complejo p53-DNA en todas las lineas epiteliales (Fig. 8, panel izquierdo).

Competidor

o r
& &
& & Qp\? «’%Q & &

(Y.

<ps3

Figura 8. Comparacion del complejo p53-DNA en células epiteliales. Extractos nucleares de los
QHN, C33-A y Hela fueron empleados para comparar el complejo p53-DNA (panel izquierdo). En el
panel central, se realizaron los ensayos de competencia en presencia de un exceso molar de 100
veces del competidor indicado (no marcado). En el panel derecho, ensayo de super-retardamiento en
ausencia o presencia de 1 pg del anticuerpo anti-p53 (sc-126) y 1 ug del anticuerpo anti-sox10 (sc-
17342). SR: complejo super-retardado p53. (-) ausencia del competidor.
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Posteriormente se confirmé la identidad del complejo p53-DNA en las células C33-A
mediante los ensayos de competencia. Se obtuvieron los extractos nucleares de las
células C33-A, expuestas a 1.5 uM de NaAsO,, durante 24 h y la sonda de DNA
marcada radiactivamente, en presencia de un exceso molar de 100 veces del
competidor p53 no marcado y como control negativo el competidor Sp-1, con el
mismo exceso molar. En la Fig. 8, panel central, se muestra que al emplear al
oligonucledtido p53 como competidor el complejo p53-DNA es abatido, mientras que
cuando empleamos al competidor Sp-1, el complejo se mantiene. La especificidad
de la interaccion se confirmo usando el mismo anticuerpo monoclonal especifico
para p53 empleado en los QHN. Los ensayos de super-retardamiento en gel
confirmaron la presencia de un complejo super-retardado, el cuél no esta presente
en el control, ni cuando empleamos el anticuerpo policlonal especifico para Sox10
(control negativo, Fig. 8, panel derecho). Estos resultados corroboraron que el
complejo p53-DNA corresponde a la interaccién del factor p53 con su secuencia

consenso.

La actividad de union de p53 al DNA es modulada por el NaAsO;en las células
C33-A

Las células C33-A fueron expuestas a concentraciones crecientes de NaAsO,,
durante 30 min y 24 h. Interesantemente, los resultados obtenidos muestran que el
complejo p53-DNA disminuye cuando las células son expuestas al NaAsO, durante
24 h (Fig. 9A), efecto totalmente opuesto al observado en los cultivos secundarios de
los QHN. Cuando las células son expuestas al NaAsO, durante 30 min, el complejo
p53-DNA es claramente inducido, comportamiento dependiente de la concentracion
y el tiempo. En la Fig. 9B, se muestra el analisis cuantitativo y comparativo del
comportamiento de unién de p53 a su secuencia consenso en el DNA, bajo las
condiciones antes descritas. De acuerdo con estos resultados, se podria pensar que
la desaparicion del complejo p53-DNA a 24 h, pudiera deberse a una posible
degradacion de los extractos nucleares. Por esta razon, realizamos los ensayos de

interaccion proteina-DNA con un oligonucledtido que contiene la secuencia
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consenso para la unién del factor de transcripcion AP-1 (c-Fos/c-Jun) y los mismos

extractos nucleares empleados en los ensayos bioguimicos para p53. El efecto del

NaAsO, sobre el factor AP-1 es claramente diferente, dado que ante una exposicion

al NaAsO,, durante 30 min e incluso 24 h, el complejo AP-1-DNA es inducido (Fig.

% CONTROL

Ap-1 =

Ap-1 =

9C) con un comportamiento
independiente  del tiempo de
exposicion. El efecto observado en
el complejo p53-DNA sugiere un
mecanismo especifico que regula la
disminuciéon de este complejo al
exponer a las células C33-A

durante periodos largos al NaAsO..

Figura 9. El NaAsO, induce respuestas
diferentes sobre el complejo p53-DNA
en la linea celular C33-A. A. Las células
C33-A fueron expuestas al NaAsO,
durante 24 h 6 30 min (concentraciones
indicadas). B. Los valores reportados en la
gréfica se obtuvieron por densitometria y
representan la media de tres experimentos
independientes +/- E.E. C. Los mismos
extractos nucleares fueron empleados
para analizar la union del factor de
transcripcion AP-1 a su secuencia
consenso en el DNA (oligonucleétido AP-
1/SV40, marcado radiactivamente).
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El tratamiento con NaAsO; modula los niveles de la proteina p53 en las células
C33-A

Una vez que determinamos que el complejo p53-DNA es disminuido a las 24 h de
exposicion al NaAsO,, analizamos los niveles de la proteina p53 mediante
inmunodeteccion en fase solida, empleando extractos totales de células tratadas con
NaAsO; (1.5 uM), y durante diferentes tiempos. De esta manera, se corroboraria si
el efecto encontrado en los ensayos de interaccion proteina-DNA podria deberse a la
degradacion de la proteina. En la Fig. 10 se muestra que los niveles de p53 se
incrementan a partir de los 15 min, con respecto al control, y que este incremento se
mantiene hasta las 24 h, no observandose en efecto una degradacion proteica. Al
parecer existen mecanismos moleculares especificos, que estan regulando de
manera muy puntual la actividad de union de p53 a su secuencia consenso en el
DNA y que estos mecanismos son diferentes dependiendo del periodo de

exposicion.
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Figura 10. Los niveles de la proteina p53 se incrementan en células C33-A tratadas con
NaAsO,. Las células tratadas con NaAsO, (1.5 uM) durante diferentes tiempos, se emplearon para
obtener extractos totales. Los efectos en los niveles de la proteina p53 fueron analizados por
inmunodeteccion en fase sélida, usando el anticuerpo anti-p53 (sc-126) y B-actina (sc-32251) como
control de referencia, para normalizar los datos. Extractos totales de HelLa fueron usados como
control positivo.

47



Marisol Sandoval, Doctorado

160
140
120
100
80
60
40
20

% CONTROL

Figura 11. El NaAsO, induce la fosforilacion de las cinasas PKB/Akt y GSK-3B en los cultivos
secundarios de los QHN. A. Los cultivos de los QHN tratados con LiCl (3 mM), NaAsO, (1.5 uM) y
wortmannina (100 nM) durante 30 min, fueron cosechados y utilizados para obtener extractos totales,
los cuales fueron analizados mediante inmunodeteccién en fase sdlida para determinar la fosforilacion
de PKB/Akt y de GSK-3p (en B) empleando los anticuerpos anti-p-AKT (sc-7985) y anti-p-GSK-3p (sc-
11757) respectivamente. Como control de referencia para normalizar los valores, se detect6 anti-p-
actina (sc-32251). Como control positivo para los anticuerpos se utilizaron extractos totales de células
glia de Bergmann (BGC). Los valores graficados se obtuvieron mediante densitometria y representan
la media de dos experimentos independientes +/- E.E.

Activacion de la via de sefializacion PKB/Akt en los cultivos secundarios de los
QHN expuestos al NaAsO;

Multiples vias de sefializacién han sido propuestas como importantes caminos para
la activacion de p53 en diferentes lineas celulares (Appella and Anderson 2001). Por
ejemplo, estas vias incluyen la activacion de algunas cinasas dependientes del
incremento de Ca®* como PKC, PKA y PKB. Los estudios que se han desarrollado en
torno a la activacion de ciertas cinasa por el NaAsO; indican por ejemplo, que la
cinasa PKB es activada por el NaAsO, en queratinocitos humanos y que esta
activacion esta relacionada con la generacion de estrés oxidativo y eNOS (Souza et
al. 2001). De acuerdo con estos datos, investigamos si bajo las condiciones
empleadas, la cinasa PKB/Akt es activada por el NaAsO, y si esta activacion podria
estar involucrada en regular la actividad de unién de p53 al DNA.
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Los resultados obtenidos con respecto a la activaciéon de la cinasa PKB/AKkt, indican
gue ante una exposicion al NaAsO, en los cultivos secundarios de los QHN se
incrementa el estado de fosforilacion de la cinasa PKB/Akt, especificamente en el
residuo de serina 473 (Fig. 11A). Efecto que sugiere la activacion de la cinasa
PKB/Akt. Asi mismo se estudi6 la fosforilacion de un blanco de PKB/Akt, la cinasa
GSK-3B, observando la activacion de esta cinasa por el NaAsO, (Fig. 11B).
Finalmente se emple6 el inhibidor wortmannina para conocer si la activacion de las
dos cinasas antes mencionadas depende de la activacion de la via PI13-K. Al tratar
las células con dicho inhibidor, observamos una dréastica inhibicion de la fosforilacion
de ambas cinasas (Fig. 11A y B). De esta manera se confirma que la fosforilacion de
PKB/Akt y GSK3 es inducida por el NaAsO, y que esta activacion es via PI3-K.

Efectos de la via PI3-K/PKB/Akt en la actividad de union de la proteina p53 al
DNA en los cultivos secundarios de los QHN expuestos al NaAsO;

Dado que se ha confirmado que el NaAsO; es capaz de activar la via de sefializacion
PI13-K/PKB/Akt en los cultivos secundarios de los QHN, y que por otra parte, la
actividad de unién al DNA de la proteina p53 es incrementada bajo las mismas
condiciones, se analizé si esta via podria estar involucrada en favorecer la actividad
de union de p53 al DNA. Los ensayos de interaccion proteina-DNA indicaron que la
activacion de la via PI3-K/PKB/Akt es importante en la actividad de union de p53 al
DNA, dado que cuando se emplea el inhibidor de PI3-K (wortmannina 100mM) junto
con el NaAsO,, durante 30 min y 24 h, el complejo p53-DNA disminuye con respecto
al complejo formado cuando las células sélo son expuestas al NaAsO, (Fig. 12A y
B). Por otra parte, se empleo el inhibidor especifico para la cinasa PKB/Akt (AKT1 25
nM) encontrando que el complejo p53-DNA es nuevamente disminuido (Fig. 12B).
De esta manera se confirma que la activacion de la via PISK/PKB/Akt favorece la
union de p53 al DNA ante una exposicion al NaAsO,. Estos resultados, se
corroboraron empleando LiCl (3mM), el cual produce el mismo efecto.
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Figura 12. La activacion de la via PI3-K/PKB/Akt promueve la unién de p53 al DNA en los
cultivos secundarios de los QHN expuestos al NaAsO,. A. Los cultivos de los QHN, tratados con
LiCl (3 mM), NaAsO, (1.5 uM), wortmannina (100 nM) y AKT1 (25 nM) en B, durante 30 miny 24 h
respectivamente, se emplearon para la obtencidn de extractos nucleares, los cuales fueron utilizados
en los ensayos de interaccion proteina-DNA con el oligonucleétido p53 marcado radiactivamente.

El NaAsO, activa a la via PKB/Akt en las células C33-A y su activacion regula
al complejo p53-DNA de manera dependiente del tiempo

Siguiendo con el analisis, se realizaron una serie de experimentos para demostrar Si
en las células C33-A expuestas al NaAsO, la via PI3-K/PKB/Akt participa en la
regulacion de la actividad de unién de p53 al DNA. Los ensayos de inmunodeteccion
en fase sdlida confirmaron que, al emplear extractos totales de las células C33-A
expuestas a diferentes concentraciones de NaAsO, durante 30 min, se detecta la
fosforilaciéon de las cinasas PKB/Akt y GSK-3B (Fig. 13A), siendo evidente desde la
concentracion 0.1 uM de NaAsO, con respecto al control. Posteriormente se
determiné si la induccion de la fosforilacion era dependiente del tiempo. Los datos
indicaron que a tiempos relativamente cortos (15 min) se incrementa la fosforilacion

de ambas cinasas y que se mantiene hasta las 24 h (Fig. 13B).

Al realizar los ensayos de interaccion proteina-DNA, se observé que al emplear
extractos nucleares de células C33-A tratadas con NaAsO; (1.5 uM) durante 30 min,
el complejo p53-DNA incrementa significativamente con respecto al control. Sin
embargo, al emplear los inhibidores wortmannina (100 mM) y AKT 1 (25 nM) en las

células tratadas con NaAsO, (1.5 uM), el complejo p53-DNA disminuye
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significativamente (Fig. 13C). Estos resultados indican que la activacion de la cinasa

PKBJ/AKkt es importante para favorecer la actividad de unién de p53 al DNA, pero esta
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Figura 13. EI NaAsO, induce la
fosforilacion de PKB/Akt en las
células C33-A, su activacion
favorece al complejo p53-DNA a
tiempos cortos. A. Las células fueron
expuestas a las concentraciones
indicadas de NaAsQO,, durante 30 min.
B. Las células se expusieron a la
concentracién de 1.5 uM de NaAsO,
durante los tiempos indicados. Se
obtuvieron extractos totales y se
determiné la fosforilacion de PKB y
GSK-3B por inmunodeteccién en fase
sélida, usando los anticuerpos anti-p-
AKT (sc-7985) y anti-p-GSK-3p (sc-
11757). Como control de referencia
para normalizar los valores, se detect6
anti-p-actina (sc-32251) C. El complejo
p53-DNA fue analizado bajo
condiciones en las que se inhibi6 la
activacion de PI3-K y la fosforilacién de
PKB/Akt  (los inhibidores  fueron
aplicados durante 30 min, antes del
tratamiento con NaAsQO.).
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El papel de PKC en la regulaciéon del complejo p53-DNA en células C33-A
expuestas al NaAsO,

Una de las cinasa que son activadas en respuesta a un dafio celular, es la cinasa
PKCd. Se ha demostrado que en respuesta a un dafio al DNA esta cinasa se
fosforila en tirosina (Abbas et al. 2004). Contando con esta informacion, se exploré si
bajo el contexto de una exposicion al NaAsO, en las células C33-A, algun miembro
de la familia PKC participa en la regulacion de la union de p53 al DNA. Inicialmente
las células fueron expuestas al NaAsO, (1.5 uM) y al CaCl, (2 mM, activador de la
cinasa PKC) durante 30 min. Los ensayos bioquimicos indicaron que el complejo
p53-DNA se incrementdé con respecto al control (Fig. 14A). Posteriormente se
realizaron tratamientos con TPA (100 nM, inductor de PKC), y Bisindoleilmaleimida I,
BIS1 (1 uM, inhibidor de PKC), durante 30 min. Interesantemente cuando
empleamos TPA (100 nM), se observa que el complejo p53-DNA se incrementa
considerablemente con respecto al control (Fig. 14B) mientras que cuando
empleamos Bis |, el complejo es disminuido. Asi mismo, el complejo no se recupera
cuando empleamos NaAsO,y Bis |I. De acuerdo con estos resultados, la activaciéon

de PKC favorece la unién de p53 al DNA (incremento del complejo) a tiempos cortos

A B de exposicion al NaAsO..
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Figura 14. La cinasa PKC participa
en la induccién de la union de p53 al
DNA en las células C33-A. A. Los
extractos nucleares fueron obtenidos a
partir de células C33-A tratadas con
NaAsO; (1.5 uM), con CacCl, (2 mM), y
con LiCl (3 mM) (aplicados durante 30
min). B. Extractos nucleares de C33-A
tratadas con NaAsO, (1.5 uM), TPA
(50-100 nM) y un inhibidor de PKC, Bisindoleilmaleimide (BIS, 1 uM, tratamientos aplicados durante
30 min antes del tratamiento con NaAsO,), fueron empleados en los ensayos de interaccion proteina-
DNA con el oligonucledtido p53 marcado radiactivamente.
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La actividad transcripcional de p53 es disminuida en células C33-A expuestas
al NaAsO,

Para determinar el papel funcional de la interaccion de p53 a su secuencia consenso
en el DNA, se utilizé la construccion p53CAT, que contiene la secuencia del
promotor del gen p21, controlando al promotor temprano de SV40 y al gen reportero
CAT (Hernandez 2005). Las ceélulas C33-A se trataron con NaAsO; (1.5uM),
wortmannina (100 nM), AKT 1 (25 nM) y LiCl (3 mM), 24 h post-transfeccion,
incluyendo los inhibidores 30 min antes del arsenito, cuando asi se indica. La
construccion p53CAT muestra una disminucion en su actividad transcripcional
cuando las células son tratadas sélo con el NaAsO; (Fig. 15), sin embargo cuando
se emplearon los inhibidores wortmannina y AKT 1, la construcciéon p53CAT
recupero su actividad (Fig. 15). Estos datos llevan a pensar que la ausencia de p53
en el ndcleo 6 la pérdida de afinidad de unién al DNA, inducida durante largos plazos
de exposicion al NaAsO,, disminuye la actividad de la construccion p53CAT. De
manera interesante, cuando las células son tratadas con wortmannina y AKT 1, la

actividad de la construccion p53CAT es favorecida; al parecer, la permanencia de

P53CAT p53 en el ndcleo se mantiene,
| caAT conservando su papel como factor
p53 Svd0

180 . .z
e de transcripcion.
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40 Figura 15. La exposicidon prolongada
20 al NaAsO, en las células C33-A
— 0 - 2 % o A ocasiona la disminucion del complejo
¥ (6 1ug) p53, asi como la pérdida de su
As (1.5mM) = + - + L = funcionalidad. En la Fig. 9 se muestra
Wortmanina (100 nM) - - + + - - - que a las 24 h de tratamiento, el
AKT1 (25 nM) a & " . + o+ » complejo p53-DNA disminuye
LiCl (3 mM) - - - = = - + significativamente en el ndcleo. La

actividad transcripcional de p53 se
determind bajo las mismas condiciones (24 h) mediante ensayos funcionales. La construccion
p53CAT se transfectd (6ug de DNA plasmidico) en células C33-A con una confluencia del 80% las
cuales fueron tratadas con NaAsO, (1.5uM), wortmannina (100 nM) y LiCl (3 mM), 24 h post-
transfeccion. Se cosecharon 24 h post-tratamiento y la actividad CAT se muestra como la actividad
relativa de la construccion p53CAT. En todos los casos, los datos se normalizaron por la cantidad de
proteina cuantificada en los extractos celulares. Las gréficas se obtuvieron a partir de por lo menos
tres experimentos independientes.
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El papel del Ca** en la regulacién de la actividad de unién de p53 al DNA en los
cultivos secundarios de los QHN expuestos al NaAsO,

Ante una exposicion al NaAsO,, los cultivos secundarios de los QHN mostraron un
incremento en los niveles de la proteina p53, asi como también un incremento en el
complejo p53-DNA. Ante tal evidencia, nos preguntamos si este comportamiento
estd asociado a un arresto celular, como respuesta al dafio genotoxico y su posible
efecto en los procesos de proliferacion y diferenciacion epitelial. En el caso
especifico de la diferenciacién celular epitelial, los gradientes de Ca** en la
epidermis tienen un papel importante en la regulacion de este proceso (Eckert et al.
1997). En este sentido, algunos estudios han registrado que el arsénico incrementa
las concentraciones de Ca*' intracelular en los linfocitos (Goytia-Acevedo et al.
2003), resultado que sirvi6 como plataforma para explorar si el Ca®" podria estar

involucrado en la actividad de union de p53 al DNA en las células epiteliales.

Empleando extractos nucleares de los cultivos secundarios de los QHN expuestos a
diferentes concentraciones de CaCl; (0.1, 1 y 2 mM) durante 24 h, y la sonda de
DNA marcada radiactivamente, se realizaron los ensayos de interaccion proteina-
DNA. Los resultados obtenidos muestran la formacion de un complejo (Fig. 16A),
complejo determinado anteriormente (Fig. 7, panel izquierdo), el cual de manera
interesante aumentd a medida que se incrementaron la concentracion de CaCl,, con
respecto al control. Como se puede observar, la entrada de Ca?* extracelular
favorece el incremento del complejo p53-DNA, mismo comportamiento que se
presentd cuando se empled NaAsO,. Continuando con este andlisis, las células
fueron tratadas con NaAsO; (1.5 uM, durante 30 min) CaCl, (2 mM, durante 30 min)
y un quelante de Ca* intracelular (BAPTA, 50 uM, empleado 45 min antes del
tratamiento con NaAsO,). En la Fig. 16B se muestra que el complejo p53-DNA
disminuye cuando las células se tratan con BAPTA, sin embargo al tratar a las
células con BAPTA y NaAsO,, el complejo aumenta, es decir no se inhibe el efecto
del As sobre el aumento de la afinidad de p53 al DNA. El complejo p53-DNA no se
restablece totalmente comparando con el complejo formado cuando solo se tratan

las células con NaAsO,. Los resultados obtenidos revelan que el aumento en los
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niveles de Ca?" intracelular tiene un papel importante en la actividad de unién de p53
al DNA, promoviendo de esta manera mecanismos dirigidos a un estado

diferenciado de los cultivos secundarios de los QHN.
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Figura 16. EI Ca®* favorece la actividad de unién de p53 al DNA. A. Los cultivos secundarios de
los QHN fueron tratados con CaCl, a las concentraciones indicadas, durante 24 h. Los extractos
nucleares obtenidos fueron empleados en los ensayos de interaccion proteina-DNA con el
oligonucleétido p53 marcado radiactivamente. B. Extractos nucleares de los QHN tratados con
NaAsO; (1.5 uM), CaCl, (2 mM) y BAPTA (50 uM) se probaron con la misma sonda que en A.
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El NaAsO, en el ambiente de la diferenciacion celular de los cultivos
secundarios de los QHN

De acuerdo con Eckert et al., en 1997, el desarrollo y funcionalidad de la epidermis
depende del balance adecuado entre las tasas de proliferacion y diferenciacion
celular de los QHN. Cuando los QHN inician la diferenciacion, la proliferacion se
detiene y se induce la expresion de genes claves en el proceso de diferenciacion
celular, garantizando la formacion y funcionalidad adecuada de la cubierta
cornificada de los epitelios estratificados (Eckert et al. 1997). De manera especifica,
el gen de Hi es activado en los estratos suprabasales de la epidermis una vez que se
ha iniciado el proceso de diferenciacion epitelial, razén por la cual es considerado

como un marcador esencial del inicio de este proceso.

Apoyandonos en los antecedentes mencionados, surgio el interés de conocer si el
NaAsO, podria estar conduciendo a eventos de diferenciacién celular. Para poder
confirmar este planteamiento, averiguamos si el tratamiento con NaAsO, modula los
niveles de la proteina Hi, lo cual pudiera correlacionar con el inicio de un estado de
diferenciacion celular. Se expusieron los cultivos secundarios de los QHN al NaAsO,
(concentraciones indicadas, durante 24 h); posteriormente las células se observaron
al microscopio oOptico (40x) y se identificaron los cambios morfolégicos (Fig. 17A).
Las imagenes muestran que al incrementar las concentraciones de NaAsO,, el
cambio morfolégico que sufren las células se asemeja a los eventos propios de la
diferenciacion celular en condiciones normales. Asi mismo, se empled un conocido
inductor de la diferenciacién celular de los QHN, el CaCl, (2 mM) como control
positivo, pudiendo observar que las células presentan una morfologia muy similar a
la que se observé en las células que se expusieron a la concentracion de 1.5 uM de
NaAsO..
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Figura 17. El
NaAsO, induce
cambios
relacionados
con el proceso
de la
diferenciacion
celular en los
cultivos
secundrios de
los QHN.
A.Los cambios
morfolégicos
inducidos por el
tratamiento con el
NaAsO, en
células tratadas
con diferentes
concentraciones
durante 24 h,
fueron
observados en
imagenes al
microscopio
Optico (40x).

El CaCl, (2 mM) se empled como un inductor de diferenciacién celular. B. Efecto del NaAsO, sobre
los niveles de la proteina Hi. Se obtuvieron extractos totales de los QHN tratados con NaAsO, (a las
y se sometieron a inmunodeteccion en fase solida empleando el
anticuerpo anti-involucrina (sc-21748) y B-actina (sc-32251). Los valores graficados se obtuvieron
mediante densitometria y representan la media de dos experimentos independientes +/- E.E. C.
Deteccion de Hi mediante inmunocitoquimica. Los QHN se sembraron en camaras de 8 pozos, las
células se trataron como se indica, fijandolas 24 h post-tratamiento. Las imagenes fueron obtenidas
en un microscopio éptico (40x).
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Con respecto a los ensayos de inmunodeteccion en fase sélida dirigidos contra la
proteina Hi, se obtuvieron los extractos totales de cultivos secundarios de los QHN
expuestos a diferentes concentraciones de NaAsO,, durante 24 h. El anticuerpo
especifico reconocid una banda de aproximadamente 124 kDa, relacionada de
manera especifica con la proteina Hi (Fig. 17B). Asi, se observé que a medida que
se incrementd la concentracion de NaAsO,, los niveles de la proteina aumentaron de
manera dosis-respuesta (Fig. 17B). Los ensayos de inmunocitoquimica corroboraron
los resultados obtenidos; las imagenes mostradas en la Fig. 17C, confirman el
incremento de la proteina Hi en el citoplasma, al tratar a las células con NaAsO,
durante 24 h, efecto no observado en las células no tratadas. De igual manera, se
presenta la imagen de las células cuando se trataron con CaCl,, durante 24 h. Los
resultados obtenidos muestran que el NaAsO; induce el proceso de diferenciacion
celular de los QHN.

La tasa de proliferacion celular disminuye en los cultivos secundarios de los
QHN expuestos al NaAsO;

Dado que los eventos de la proliferacion y la diferenciacién celular de los cultivos
secundarios de los QHN son regulados de manera coordinada, se evalu6 el estado
de la proliferacion en estas células, de tal manera que se pudiese conocer el balance
entre ambos procesos bajo el NaAsO,. Para determinar el efecto del NaAsO; en la
proliferacion celular de los cultivos secundarios de los QHN, tratados con las
concentraciones ya establecidas durante 24 h, se empleo el indice nuclear (IN). Los
datos revelaron que a la concentracion de 0.1 uM se presentd un discreto aumento
en la proliferacion celular con respecto al control, sin embargo a medida que se
fueron incrementando las concentraciones de NaAsO, este comportamiento fue
diferente, es decir, la proliferacion celular paulatinamente disminuy6, encontrando

una diferencia significativa a la concentracion de 1.5 uM (Fig. 18A).
Dado que a la concentracion de 1.5 uM se determind la mayor disminucion de la

proliferacion celular, se procedié a evaluar nuevamente el estado de proliferacion

bajo esta misma concentracion, pero ahora con diferentes tiempos mediante el
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método MTT. Los datos indicaron que a partir de las 12 h el estado proliferativo se
mantuvo por debajo del control e interesantemente a las 24 h se presenté una mayor
disminucién con respecto al control (Fig. 18B). EI comportamiento observado indicé

una respuesta dependiente del tiempo.
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Figura 18. Efecto del NaAsO;sobre la proliferacion celular de los cultivos secundarios de los
QHN. A. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de NaAsO, y citocalasina B (2
mg/ml) durante 48 h. La proliferacién celular fue evaluada mediante el método del IN. B. Las células
fueron tratadas con 1.5 uM de NaAsO,, durante 0-72 h. La proliferacion celular fue evaluada mediante
el método MTT. C. Efecto del NaAsO, en la proteina ciclina D1. Se obtuvieron extractos totales de los
QHN tratados con NaAsO, (a las concentraciones indicadas) y se sometieron a inmunodeteccién en
fase sélida empleando el anticuerpo anti-ciclina D1 (sc-717) y el anticuerpo dirigido contra B-actina
(sc-32251). Los valores graficados se obtuvieron mediante densitometria y representan la media de
tres experimentos independientes +/- E.E.

Al respecto, Vega et al., en el 2001, reportaron que al tratar queratinocitos humanos
con dosis relativamente bajas de NaAsO, hay un incremento en la proliferacion
celular y al emplear concentraciones mayores a 0.5uM, la proliferacion es inhibida
(Vega et al. 2001). Una de las explicaciones propuestas para tratar de descifrar
estos eventos, se basé en la estimulacion de la secrecion de citocinas, factores
estimulantes de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), Factor de necrosis

tumoral (TNF-a) e IL-6, como resultado de la exposicion al arsénico y por otra parte,
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estos factores son de gran importancia en la activacion de la proliferacion celular de
los queratinocitos. De esta manera se demostrd que la exposicion in vitro al NaAsO,,
a dosis bajas, modulé la secrecion de citocinas en queratinocitos humanos, es decir,
indujo significativamente la secreciéon de GM-CSF, TNF-q e IL-6. Sin embargo, al
aumentar las dosis, la secrecion de las tres citocinas regreso a sus niveles basales 6

fue significativamente reducida.

De acuerdo con lo antes mencionado, se sugiere que el NaAsO, modula de manera
importante factores claves en los procesos de proliferacion celular y que esta
modulacién o respuesta, esta en funcién de las concentraciones de exposicion y del
tiempo. No descartamos la posibilidad de que se estén llevando a cabo eventos
similares, ya que observamos un comportamiento muy similar en cuanto a los

cambios en la proliferacion celular.

Ya que el efecto del NaAsO, en la proliferacion celular de los cultivos secundarios de
los QHN fue analizado, se apoy0 este resultado con la evaluacién de un marcador
clave en la proliferacion celular. Se sabe que la proteina ciclina D1 es una pieza
esencial en la progresion del ciclo celular a través de la fase G1, y una vez que las
células dejan de proliferar, los niveles de esta proteina disminuyen. Por otro lado,
estudios realizados en fibroblastos expuestos al NaAsO,, demostraron que la
expresion de esta proteina se encontré alterada proponiendo que el NaAsO, es
capaz de regular proteinas claves del ciclo celular, modulando de esta manera
eventos de la proliferacion celular. Por tal razén, se evaluaron los niveles de ciclina
D1 en los cultivos secundarios de los QHN expuestos al NaAsO,. Se obtuvieron los
extractos totales de cultivos secundarios de los QHN expuestos a las
concentraciones sefialadas de NaAsO,, durante 24 h y se realizaron los ensayos de
inmunodeteccion en fase sélida dirigidos contra la proteina ciclina D1. El anticuerpo
especifico para la proteina ciclina D1 reconocié una banda de aproximadamente 39
kDa (Fig. 18C). Los datos indicaron que los niveles de ciclina D1 se incrementan con
respecto al control, sin embargo, cuando las células fueron expuestas a la

concentracion de 1.5 uM de NaAsO,, los niveles de ciclina D1 disminuyen
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significativamente, concentracion a la cual también se registré una disminucion el la
proliferacion celular (Fig. 18A y B). De esta manera, los resultados obtenidos apoyan
la hipotesis de que el NaAsO, es capaz de disminuir la proliferacion celular de los

QHN bajo las condiciones empleadas.

El NaAsO2 promueve la proliferacién celular en la linea C33-A

En virtud de que en los cultivos secundarios de los QHN no se registré6 un dafio
basal y dado que las proteinas evaluadas se encuentran en condiciones normales,
se demuestra que la proliferacion celular disminuye en respuesta al NaAsO,. Por tal
motivo, se investigo el efecto del NaAsO, en la proliferacion celular de las células
C33-A, las cuales tienen a la proteina p53 mutada en el codon 273 (Scheffner et al.
1991). Las células fueron cultivadas en medio al 2% de suero y tratadas con 1.5 uM
de NaAsO,, a los tiempos sefialados. Como se puede observar, al explorar la
proliferacion celular mediante MTT, el NaAsO, favorecio el incremento de la
proliferacion celular y este efecto fue mas evidente a partir de las 48 h de exposicion
(Fig. 19A), efecto que se mantuvo en incremento hasta las 96 h. Asi mismo, se
realizaron los ensayos funcionales empleando la construccion pXP2-CD1, que
contiene al promotor de ciclina D1, en células C33-A tratadas con concentraciones
crecientes de NaAsO,, 24 h post-transfeccion. La actividad transcripcional de la
construccion pXP2-CD1 se potencié considerablemente a partir de la concentraciéon
de 0.5 uM de NaAsO; (Fig. 19B), apoyando de manera importante el hecho de que

el NaAsO, incrementa la proliferacién celular.
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Figura 19. El NaAsO, induce la proliferacion celular en las células C33-A. A. Las células fueron
sembradas en medio al 2% de suero (privacion de suero) y tratadas con NaAsO, (1.5 uM) durante los
tiempos indicados. La proliferacion fue evaluada mediante el método MTT. Los valores graficados
estan expresados con respecto a las células no tratadas al tiempo 0, considerados como el 100% y
representan la media de cuatro experimentos independientes +/- E.E. B. La construccion pXP2-CD1
fue transfectada (6 pg de DNA plasmidico) en células C33-A con una confluencia del 80% vy tratadas
con las concentraciones indicadas de NaAsO,, 24 h post-transfeccion, y cosechadas 24 h post-
tratamiento. Las unidades relativas de luciferasa se obtuvieron de tres experimentos independientes.
C. Las células fueron tratadas con NaAsO, (durante 24 h, a las concentraciones sefialadas). Se
obtuvieron los extractos nucleares y se emplearon en los ensayos de union al DNA con el
oligonucleotido c-myc marcado radiactivamente.
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Finalmente, se evalué uno de los principales factores de transcripcion que controlan
la expresion del gen ciclina D1 en condiciones de activacion mitogénica, el factor c-
myc (Daksis et al. 1994). Se analiz6 si el NaAsO, era capaz de incrementar la
actividad de unién de c-myc a su secuencia consenso en el DNA y de esta manera
poderlo correlacionar con el incremento en la actividad transcripcional de la
construccion pXP2-CD1. Los ensayos de interaccion proteina-DNA fueron realizados
empleando extractos nucleares de células C33-A tratadas con NaAsO,, a las
concentraciones indicadas, durante 24 h y un oligonucleétido que contiene la
secuencia consenso para la union del factor c-myc marcado radiactivamente. En la
Fig. 19C, se observa que el complejo c-myc-DNA incrementa a partir de la
concentracion 0.1 uM de NaAsO, con respecto al control y que este comportamiento
es dependiente de la dosis. Los datos indican que el NaAsO, favorece la actividad de
unién de c-myc al DNA, efecto que podria estar directamente relacionado con el
incremento en la actividad transcripcional de la construccion pXP2-CD1. De acuerdo
con estos resultados, se confirma la induccion de la proliferacion celular de las

células C33-A bajo la exposicion al NaAsO..

Todos los hallazgos presentados en este estudio indican que el NaAsO, ejerce
diferentes efectos en el proceso de la proliferacion celular en las dos lineas
epiteliales estudiadas. La activacion de la via de sefializacion 1P3-K/PKB/Akt
desencaden6 una serie de eventos moleculares diferentes sobre la actividad de
union de la proteina p53 a su elemento de respuesta en el DNA, efecto que fue
dependiente del estatus de la proteina, la concentracion y los tiempos del NaAsO,
estudiados (Fig. 20).
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Figura 20. Modelo propuesto del efecto del NaAsO, en células epiteliales. El NaAsO, activa la
via PI3-K/PKB/Akt en ambos sistemas epiteliales, sin embargo existe una diferencia en la actividad de
union de p53 al DNA. Estos eventos reflejaron una marcada respuesta en el proceso de la
proliferacion celular en ambos sistemas.
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Discusion

El principal objetivo de este estudio fue caracterizar los efectos de un carcinbgeno
epitelial, el arsénico inorganico, sobre los mecanismos moleculares involucrados en
la regulacion de la proliferacion y de la diferenciacion celular de dos sistemas
epiteliales expuestos al NaAsO,. Asi mismo, el papel de la activacion de la proteina
p53 en estos eventos y la via de sefializacién involucrada en modular la actividad de

esta proteina.

Se ha reportado que el arsénico es capaz de inducir efectos citotoxicos en diversas
lineas celulares, por ejemplo en fibroblastos (Trouba et al. 1999; Lee et al. 2004),
linfocitos (Sordo et al. 2001), hepatocitos (Petrick et al. 2000) e incluso en
gueratinocitos humanos normales (Bae et al. 2001). Estos estudios indicaron que a
las concentraciones entre 1 y 10 uM de arsénico, la viabilidad celular es afectada
significativamente. Por otra parte, estudios realizados por Salazar et al., en 1997
reportaron que el efecto del arsénico en la viabilidad celular muestra variaciones en
las respuestas citotoxicas, cuando se comparan las lineas HelLa, C33-A, Jurkat y
LCL-EBV. Las células C-33A y Jurkat presentaron mayor sensibilidad al tratamiento,
mientras que, HeLa y LCL-EBV fueron sensibles a dosis mayores de 10 uM de
NaAsO, (Salazar et al. 1997). Estudios realizados por Hamadeh et al., en el 2002,
demuestran que al tratar queratinocitos humanos normales de cultivos primarios, con
diferentes dosis de NaAsO, (0.001-100uM) durante 24 h, la viabilidad celular no fue
drasticamente afectada utilizando concentraciones “relativamente bajas” (0.001-
10uM). Sin embargo, a dosis mayores de 10uM, detectan una disminucion

significativa de la viabilidad celular (Hamadeh et al. 2002).

En virtud de estas diferencias y basandonos en el hecho de que en zonas
endémicas de exposicion al arsénico, la OMS sefiala un nivel maximo de exposicion
no mayor a 10 pg/L, iniciamos el analisis de la citotoxididad en los dos sistemas
epiteliales, contemplando una concentracion maxima de 1.5 uM. Se evalud la

sensibilidad de los cultivos secundarios de los QHN y las células C33-A a diferentes
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concentraciones de NaAsO,, durante 24 h. Los resultados mostraron la ausencia de
la citotoxicidad entre las concentraciones 0.001 — 1.5 uM, el porcentaje de viabilidad
celular no se vio afectado. Al evaluar la viabilidad celular a la concentracion de 1.5
uM, durante diferentes periodos de tiempo, tampoco se observé un efecto citotoxico,
corroborando asi que aun a periodos mayores a 24 h, la viabilidad celular no se ve

comprometida con respecto a las células no tratadas.

Los estudios sobre genotoxicidad demuestran ampliamente que el arsénico
incrementa la frecuencia de aberraciones cromosdmicas, tanto numeéricas como
estructurales, asi como también la presencia de micronucleos en linfocitos humanos
(Gonsebatt et al. 1992; Vega et al. 1995). Por otra parte, el grupo de trabajo de
Ostrosky-Wegman ha reportado dafio al DNA in vitro e in vivo. Siguiendo en este
contexto, al evaluar la actividad clastogénica del NaAsO; en los cultivos secundarios
de los QHN, se determind la presencia de dafio al DNA. A pesar de no registrar un
efecto citotoxico (Figura 1), se registrd la presencia de dafio genotdxico. EI mayor
namero de microndcleos se determind a la concentracion de 1 uM de NaAsO,. Los
resultados obtenidos, concuerdan con los reportados en otros sistemas celulares en
los que se ha encontrado la presencia de micronudcleos en respuesta al tratamiento
con NaAsO:..

Al presentarse un dafio al genoma celular, una de las principales respuestas es la
activacion de una serie de vias de sefalizacion que involucran al gen supresor de
tumores p53 (Colman et al. 2000). La proteina p53 es un componente clave en los
procesos de carcinogénesis humana, tiene una funcion importante en la regulacion
de la proliferacién celular, el control del ciclo celular, la reparacién del ADN vy la
muerte celular programada (Lane and Benchimol 1990; Levine et al. 1991;
Greenblatt et al. 1994). La proteina p53 usualmente se encuentra en bajos niveles
en células normales, sin embargo estimulos que incluyen dafio al DNA, como son
las especies reactivas de oxigeno y radiaciones ionizantes, son capaces de activar a
esta proteina e iniciar los procesos de reparacion necesarios para corregir aquellos

dafios producidos en la célula. En este sentido, se evaluaron los efectos del NaAsO,
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sobre los niveles de la proteina p53 en los cultivos secundarios de los QHN, los
resultados mostraron un incremento de p53 a partir de concentraciones
relativamente pequefias de NaAsO, y este incremento se mantuvo en todas las
concentraciones empleadas. Estudios previos respaldan estos resultados, se ha
reportado un incremento de p53 en linfocitos tratados con NaAsO, (Salazar et al.
1997).

Puesto que p53 al ser inducida, se acumula en el nucleo y es activada como un
factor de transcripcion, ha sido muy interesante el explorar los eventos que se inician
ante tal efecto. Al respecto, Donehower and Bradley reportaron en 1993, que en
respuesta a dafio al DNA la proteina p53 incrementa sus niveles, pero también su
actividad de unién al DNA, lo que correlacioné con la inhibicion del ciclo celular en la
fase Gi1y la consiguiente inhibicion de la sintesis del DNA (Donehower and Bradley
1993). En las condiciones utilizadas, el NaAsO, incrementa los niveles de p53 y
favorece su actividad de union a una secuencia especifica en el DNA, sin embargo
este comportamiento fue distinto en relacibn a la disminucion en la tasa de
proliferacion celular, al comparar ambos sistemas epiteliales. En los cultivos
secundarios de los QHN, el complejo p53-DNA se incrementa, lo que indica una
estabilidad y activacion de la proteina. Este comportamiento podria conducir a la
regulacion de sus genes blanco como p21 que intervienen directamente en detener
la progresion del ciclo en G;. Sin embargo, en las células C33-A, el complejo p53-
DNA sélo se incrementd a tiempos muy cortos, mientras que a tiempos mas largos
de exposicion al NaAsO,, el complejo disminuyd probablemente debido a la pérdida
de la afinidad de p53 al DNA 6 incluso debido a un mayor exporte nuclear de la

proteina.

Consideramos que en un sistema celular normal, como es el caso de los cultivos
secundarios de los QHN, los eventos de retroalimentacion favoreceran la
permanencia de p53 en el nucleo, respondiendo asi a las sefiales de dafio al DNA.
Sin embargo, en un sistema celular que presenta dafio basal y tiene una mutacion

en p53, la hipotesis que se plantea es que los eventos de retroalimentaciéon son
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diferentes y repercuten en la desestabilizacion de p53, probablemente llevandola a
un mayor exporte nuclear y su consecuente degradacion. En este estudio,
corroboramos que no se trata de una degradacion de la proteina, al menos durante
las primeras 24 h, dado que los niveles totales de p53 se mantuvieron constantes.
Sin embargo, no se descarta el hecho de que en periodos mayores a 24 h, la
proteina pudiera ser degradada. Asi mismo, los mecanismos que regulan la actividad
de unidn de p53 al DNA parecen ser dependientes de la integridad y/o permanencia
nuclear de la proteina y del tipo celular en cuestion, por lo que el conocer que vias

de sefalizacion estan implicadas en este mecanismo fue el siguiente paso.

Algunos reportes han mostrado que el arsénico puede activar o inhibir diferentes
vias de sefalizacion, repercutiendo en la regulacion de la expresion de genes que
participan en los eventos de crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis (Chen et
al. 1998; Germolec et al. 1998; Huang et al. 1999). En este sentido fue interesante
explorar que via de sefializacion podria participar en regular la actividad de union de
p53 al DNA. Los antecedentes mas directos fueron los estudios realizados por
Souza en el 2001, en donde se demuestra que el arsénico puede inducir la
activacion de la cinasa PKB/Akt, asi como su efector eNOS en cultivos de
gueratinocitos humanos (Souza et al. 2001). En este sentido, corroboramos que en
nuestro sistema el NaAsO, fue capaz de activar a la cinasa PKB/Akt, via PI3K,
ademas de favorecer la activacion de la cinasa GSK3p (un blanco directo de PKB)
gue participa en diversos procesos celulares, incluyendo transformacion,
proliferacion y diferenciacion celular (Nicholson and Anderson 2002). Continuando
en este contexto, los resultados obtenidos indican que la cinasa PKB/Akt es una de
las cinasas implicadas en regular la actividad de unién de p53 al DNA, dado que su
activacion favorecié el incremento gradual del complejo p53-DNA en los cultivos
secundarios de los QHN, de hecho en este sistema celular se observé el mayor
incremente a las 24 h de exposicion de NaAsO,, comportamiento totalmente
contrario al observado en las células C33-A. Cuando inhibimos la via, el complejo se

disminuye, lo cual lleva a proponer que es necesaria la activacion de la via
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PISK/PKB/Akt para que ejerza un efecto positivo sobre la union de p53 a sus

secuencias blanco en el DNA.

De manera interesante, el efecto del NaAsO, sobre la disminucién del complejo p53-
DNA en la linea celular C33-A a largo plazo, sugiere que un p53 mutado podria ser
menos estable al interaccionar con el DNA y por lo tanto ser mas susceptible al
exporte nuclear, promoviendo su degradacion mediada por la proteina mdm2
(“murine double-minute 2”). Una de las principales cuestiones que se encuentran en
discusion es el impacto de las mutaciones de p53 y su interaccion con mdmz2. Se
sabe que la regiéon donde mdm2 se une a p53 esta desprovista de mutaciones, sin
embargo se piensa que aun existen diferencias importantes en la unién de mdmz2 a
un p53 mutado comparado con un p53 silvestre, que podrian explicar los cambios en
cuanto a la permanencia de p53 en el ndcleo (Hamadeh et al. 1999). Considerando
gue en las células C33-A, al ser una linea celular derivada de un adenocarcinoma
cervical humano, los niveles de la proteina mdm2 se encuentran elevados, esta
condicion probablemente favorece el exporte nuclear de p53. De esta manera se
propone que en las células C33-A expuestas al NaAsO, se estaria favoreciendo la
formacion del complejo p53-mdm2 y por lo tanto promoviendo la inhibicion vy

degradacion de p53.

Por otra parte, una de las respuestas que llamo la atencion fue la participacion del
Ca?* sobre el complejo p53-DNA en los cultivos secundarios de los QHN, como se
observa el Ca* indujo al complejo. En este punto, fue interesante saber que el
NaAsO, modula los niveles de Ca?* intracelular (incremento de Ca*") en otros tipos
celulares, por lo que no se descarta la posibilidad de que en este sistema epitelial
pudiese darse el mismo efecto, lo cual estaria favoreciendo el inicio de los eventos
de la diferenciacion celular de los cultivos secundarios de los QHN. Al respecto
también se conoce que en la epidermis los gradientes de Ca®" tienen un papel muy
importante en regular la diferenciacién celular. En las capas basales, donde los
queratinocitos se encuentran en constante division celular, las concentraciones de

Ca?* que se encuentran son relativamente bajas, mientras que en las capas
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suprabasales, donde los queratinocitos han iniciado su diferenciacién, las
concentraciones son altas; por lo que el incremento de Ca*" intracelular estimula la
diferenciacion (Eckert 1989; Younus and Gilchrest 1992).

En nuestro laboratorio se han podido reproducir los eventos que ocurren durante la
diferenciacién celular al aumentar la concentracién de Ca** en el medio de cultivo de
0.1 mM a 2 mM, resultando en un incremento en la expresion de genes
considerados como marcadores de diferenciacion celular, particularmente la
induccién transcripcional del gen de la involucrina humana (Hennings et al. 1980;
Azuara-Liceaga et al. 2004). La Hi es una proteina que se induce especificamente
en las capas superiores de los epitelios estratificados, y su induccion se restringe
estrictamente a los eventos de diferenciacion. Ademas de evidenciar el cambio
morfolégico que presentaron las células cuando se expusieron los -cultivos
secundarios de los QHN al NaAsO,, se observo el incremento de la Hi. Esta proteina
se detecta en el estrato espinoso de la epidermis, una vez que se ha iniciado el
proceso de la diferenciacion celular de los QHN, no siendo asi en las células
proliferantes de la capa basal (Eckert et al. 1993). Una de las contribuciones mas
importantes que este estudio aporta es la observacion de que el NaAsO, podria ser

un importante inductor de la diferenciacion celular de los QHN.

Los resultados obtenidos sefialan que en efecto, el proceso de diferenciacion de los
cultivos secundarios de los QHN es inducido, por lo que necesariamente exploramos
los cambios en la proliferacion celular y de esta manera sustentar ain mas los
resultados. En efecto, la proliferacion celular de los QHN disminuye, condicién que
es necesaria para que estas células den paso al inicio de la diferenciacién celular,
ademas de ser un proceso indispensable en los queratinocitos humanos.

La progresion del ciclo celular a través de la fase G; requiere la participacion de las
ciclinas tipo D, que se unen y activan a las Cdks. Ciclina D1 es una importante
proteina requerida en la progresion del ciclo celular a través de la fase G1 y en
conjunto con otras proteinas (cdk4 and cdk6) inactivan a pRB, la principal proteina

responsable de un arresto celular. La pérdida de ciclina D1 puede resultar en la
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inhibicién de la proliferacion celular mediante el arresto en la fase G; (Sherr 2000).
Con respecto a la proteina ciclina D1 se muestra una disminucion bajo las mismas
condiciones de exposicion al arsenito de sodio, lo que nuevamente coincide y

refuerza la deteccion de una disminucion en la proliferacion celular.

Al respecto, Vega et. al., en 2001, reportaron que al tratar queratinocitos humanos
con dosis de NaAsO, relativamente bajas, observaron un incremento en la
proliferacion celular y al emplear concentraciones mayores a 0.5uM, la proliferacion
fue inhibida (Vega et al. 2001). Una de las explicaciones propuestas se basé en la
estimulacion de la secrecion de citocinas como los Factores Estimulantes de
Colonias de Granulocitos y Monocitos (GM-CSF), el Factor de Necrosis Tumoral
o (TNF-a)) y la IL-6, como resultado de la exposicion al arsénico, todos estos factores
son de gran importancia en la activacion de la proliferacion celular de los
gueratinocitos. De esta manera se demostré que la exposicion al NaAsO,, a dosis
bajas, indujo significativamente la secrecion de GM-CSF, TNF-a e IL-6, pero al
aumentar las dosis, la secrecion de las tres citocinas regreso a sus niveles basales e

incluso se redujo significativamente.

En las células C33-A también se determind la activacion de la via PISK/PKB/Akt, sin
embargo esta activacion regulé de manera distinta al complejo p53-DNA. Al parecer
en este sistema celular la activacion de la via no favorecio la actividad de union de
p53 al DNA, siendo mas evidente a tiempos largos de exposicion al NaAsO,, el
complejo fue drasticamente disminuido. La activacion de la via PI3K/PKB/Akt en
respuesta a sefales de sobre vivencia ha sido ampliamente estudiada, recientes
trabajos han revelado que PKB/Akt tiene una compleja relacién con la via de p53; su
blanco no es directamente p53 por si mismo, mas bien es mdm2. PKB puede unirse
a mdm2 y promover su fosforilacion en el dominio central, una vez fosforilada mdmz2,
es capaz de traslocarse del citoplasma al ndcleo e interaccionar con p53 y promover
su inactivacion, ubiquitinizacién y finalmente su degradacion (Mayo and Donner
2001; Zhou et al. 2001; Gottlieb et al. 2002). Apoyandonos en estos antecedentes,

proponemos que bajo nuestras condiciones este efecto podria estarse llevando a
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cabo en las células C33-A expuestas al NaAsO,, especificamente a tiempos largos,
razon por la cual observamos una disminuciéon del complejo p53-DNA. Los
experimentos realizados a 30 min de exposicion al NaAsO,, confirman la
participacion de la via PISK/PKB/Akt sobre la formacion del complejo p53-DNA,; el
complejo se incrementd significativamente con respecto al control. Sin embargo,
dicho incremento es menos notable a medida que aumenta el tiempo de exposicion,

resultados que ayudan a explicar el comportamiento observado durante 24 h.

Por otra parte, se analizd la participacion de la cinasa PKC como una pieza
importante en la regulacion de la actividad de unién de p53 al DNA, a tiempos
tempranos de exposicion al NaAsO,. En este sentido, nuevamente se corrobord que
existen mecanismos especificos que regulan la actividad de unién de p53 al DNA, lo
gue contribuye a dilucidar los mecanismos moleculares que regulan los eventos de

proliferacion y diferenciacion celular bajo una exposicion al NaAsO..

Una de las funciones biolégicas mas importantes de la proteina p53 en respuesta a
diversas sefiales de estrés celular, es su papel como transactivador de un gran
namero de genes blanco que favorece un arresto celular, dando tiempo a la
reparacion del dafio, o bien promoviendo apoptosis. En este sentido, al evaluar
funcionalmente a p53 en las células C33-A, se determin6 que el papel que ejercid
sobre la construccion p53CAT fue el de activar la transcripcion, dado que al
favorecer su permanencia en el nicleo (mediante el empleo de la wortmannina y
Aktl) la actividad de p53CAT fue notablemente recuperada (la activacion del
promotor del gen p21 es favorecida), en comparacién con la actividad registrada
cuando soélo se emple6é el NaAsO,, en donde se observa que la actividad de la
construccion es disminuida (pérdida de la actividad del promotor del gen p21) dado
gue se encuentra activada la via PISK/PKB/Akt y por lo tanto se considera que
prodria estar promoviendo el exporte nuclear de p53 6 regulando su afinidad al DNA.
Al parecer al exponer a las células C33-A al NaAsO,, la actividad del promotor del
gen p21 es regulada en funcion de la activacion de la via PISK/PKB/Akt, la cual

modula la actividad de unién de p53 al DNA. Este comportamiento indicO que
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probablemente tendria un efecto sobre los eventos de la proliferacion celular.
Efectivamente la proliferacion se incrementd, se determind la induccion de la
actividad transcripcional de la construccion pXP2-CD1 y la induccion del complejo
myc-DNA, procesos que favorecen la proliferacion celular. Al parecer, la actividad de
p53 es muy compleja, debido a que esta modulada por varios factores. En este
sentido, uno de los puntos mas esenciales a considerar son aquellos factores que
regulan a p53 y que finalmente repercute en las diferentes respuestas que se

desencadenan ante una exposicién a una gran diversidad de agentes.

Los mecanismos que desencadenan respuestas especificas en los diferentes tipos
celulares pueden no ser activados o responder distintamente, todo esto en funcién
de la integridad de aquellos genes y sus productos involucrados en estos
mecanismos. La presencia de mutaciones ha sido uno de los puntos mas discutidos
en la literatura, teniendo como consecuencia una serie de alteraciones que
conducen a eventos que potencian la tasa de error celular. Al realizar estudios que
nos permitan proponer los eventos que repercuten principalmente en los procesos
de proliferacion celular, seguramente conllevaran a una nueva vision dentro de la
naturaleza, mecanistica y magnitud de los eventos del cancer inducido por el
NaAsO:..
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que ante una exposicion al
NaAsO, en dos sistemas epiteliales, cuya diferencia marcada es la integridad de la

proteina p53, los eventos moleculares desencadenaron las siguientes respuestas:

e EIl NaAsO; no es citotdxico en los cultivos secundarios de los QHN ni en las
células C33-A a las concentraciones utilizadas en este estudio,
concentraciones que son similares a aquellas a las que se encuentran
expuestas las poblaciones humanas en las zonas endémicas de exposicion a

este metaloide.

e Los QHN expuestos al NaAsO, presentaron dafio genotdxico, puesto de
manifiesto a través de la presencia de micronucleos (concentracion de
0.5 uM) . Asi mismo, se encontré que en respuesta a este dafo los niveles de
la proteina p53 se incrementaron y su actividad de union a una secuencia
consenso en el DNA se potenci6, favoreciendo su activacion como factor de
transcripcion.

e EI NaAsO; activo a las cinasas PKB/Akt y GSK3p en los cultivos secundarios
de los QHN via PI3K. La activacion de PI3K es esencial para potenciar la
unidn de p53 al DNA.

e El NaAsO; indujo la expresion de un marcador temprano de diferenciacion
celular, la involucrina humana y disminuyo la tasa de proliferacion, eventos
caracteristicos y necesarios para el inicio de la diferenciacion de los QHN.

e En las células C33-A, el NaAsO; disminuyd la actividad de union de p53
mutado al DNA, especificamente durante periodos largos de tratamiento. Este
efecto podria deberse a la pérdida de un p53 mutado nuclear.

e La activacion de la via PI3K/PKB/Akt favorecié la union de p53 mutado al
DNA, sin embargo tiempos mayores a 6 hr, p53 mutado perdié afinidad a su
secuencia consenso en el DNA. En respuesta a dichos eventos, se

incrementd la actividad transcripcional de ciclina D1 y la unién de c-myc al
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DNA, comportamientos que favorecieron el incremento en la proliferacion

celular.

A tiempos cortos de exposicion al NaAsO; en las células C33-A, PKC es una

de las cinasas responsable de incrementar el complejo p53-DNA.
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Inorganic arsenic is a major environmental contaminant
associated with an increased risk of human skin cancer. Arsenic
modulates cellular signaling pathways that affect diverse pro-
cesses such as cell proliferation, differentiation, and apoptosis,
including genotoxic damage. The p53 protein plays a central role
in mediating stress and DNA damage responses, leading to either
growth arrest or apoptosis. Several signal transduction pathways
activated under a plethora of stressing conditions increase p53
protein levels. To further understand the molecular mechanisms
involved in the arsenic mode of action, we explored the effects of
this metalloid on the activation of the phosphatidyl inositol
3-kinase (PI3K)/Ca’*/diacylglicerol dependent protein kinase/
protein kinase B (PKB) signaling cascade and its repercussion in
p53 activation in two epithelial cell types: primary normal human
keratinocytes cultures (NHK) and the carcinoma-derived C33-A
cellline. Although in both cell systems arsenic leads to an increase in
p53 and its binding to DNA, the final outcome is different. In NHK,
arsenic triggers a sustained activation of the PI3K/PKB/glycogen
synthase kinase-3 beta pathway, driving the cell into a cell-
differentiated stage in which the proliferation signals are turned
down. In sharp contrast, in C33-A cells, arsenic leads to a transient
increase in p53 followed by a drastic reduction in its nuclear levels
and an increase in cell proliferation. These findings favor the no-
tion that p53-stage and transcriptional abilities are important
to understand modifications in the proliferation—differentiation
balance, an equilibrium that is severely impaired by arsenic.

Key Words: arsenic; p53 protein; protein kinase B; Akt; human
keratinocytes.

Arsenic is a ubiquitous element that has represented a human
heath concern for centuries. The contamination of water
supplies with this metalloid has resulted in a very high
incidence of skin lesions and cancer. Human exposure to
inorganic arsenic at elevated levels is widespread in several
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populous regions of the world as demonstrated in a large
amount of epidemiologic studies (Chen et al., 1985; Chiou
et al., 1995, 2001; Lokuge et al., 2004; Nordstrom, 2002; Sun,
2004). Benign skin lesions related to chronic arsenic exposure
act as early warning signals, including hyperpigmentation and
hyperkeratosis (reviewed in Tchounwou et al., 2004; Tondel
et al., 1999). The molecular mechanisms underlying arsenic
carcinogenicity have been explored, noticing that exposure-
associated effects are genotoxicity, cell proliferation changes,
and altered DNA repair (Dong, 2002). Recently, new animal
models of transplacental carcinogenesis and cocarcinogenesis
are adding new molecular insights about the specific gene
alterations associated with carcinoma development (Liu et al.,
2007; Liu et al., 2006a; Liu et al., 2006b). Also in vitro
transformation studies demonstrate the importance of altered
DNA methylation (Xie et al., 2007). Mode-of-action studies
suggest that arsenic might be acting as a cocarcinogen, a promoter
or a progressor of carcinogenesis.

The skin epithelium provides a barrier between the internal
and external regions of the body. It is constantly subjected to
physical and chemical stress, and consequently has high renewal
rates. The epidermis consists of a stratified squamous epithelium
composed mainly of keratinocytes at variable differentiation
stages (Fuchs, 1990a; Zinkel and Fuchs, 1994). In consequence,
there is a highly regulated balance between epithelial cell growth
and cell differentiation. A number of laboratories have described
responses of cultured keratinocytes to inorganic arsenic treat-
ment, including increased growth factors production, (Germolec
et al., 1996), changes in differentiation (Jessen et al., 2001), and
global (Germolec et al., 1996), effects assessed by DNA
microarray (Hamadeh et al., 2002; Rea et al., 2003).

In epithelia, damage to DNA results in increased levels of
the tumor suppressor p53 (Colman et al., 2000). This protein
mediates genotoxic stress responses and has been regarded as a
key element in maintaining genomic stability (Appella and
Anderson, 2001). At the cellular level, p53 is a central regulator
of stress reacting pathways, becoming active in response to
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abnormal proliferation, hypoxia, DNA damage, nucleotide
depletion, and disruption of the mitotic spindle. Increased levels
of active p53 can have many consequences including cell cycle
arrest, apoptosis, senescence, and differentiation that depend on
numerous cell intrinsic and extrinsic factors. Upon several
cellular stress stimulus, p53 can induce reversible cell cycle
arrest and participate in damage repair mechanisms (reviewed in
Hofseth et al., 2004; Menendez et al., 2007).

The p53 protein is a transcriptional activator with a trans-
activation domain at its NH, terminus, a regulatory region and
tetramerization domain located at the COOH terminus and a
central sequence-specific DNA binding domain (reviewed in
Kaustov et al., 2006). Ser15 phosphorylation through the DNA-
dependent protein kinase (DNA-PK) is critical for p53 in-
teraction with the transcriptional machinery (Woo et al., 1998).
Phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3K), Ca®"/diacylglicerol de-
pendent protein kinase (PKC), and protein kinase B (PKB/Akt)
have also been implicated in p53 activation in response to
different stressors and damage inducers Abbas et al., (2004), Lee
et al., (2006), Magnelli et al., (1998), Nakamura et al., (2000).
Phosphorylated p53 accumulates in the nucleus and trans-
activates a number of key genes that participate in DNA repair
and cell proliferation (Appella and Anderson, 2001).

Our current knowledge of p53 response after arsenic exposure
is variable. Depending on the cell type, previous p53 stage, and
timing, responses are different (Hamadeh et al., 1999, 2002;
Hernandez-Zavala et al., 2005; Salazar et al., 1997). Particularly,
the role of p53 as gene activator under these circumstances has
been barely explored. Following activation by posttranslational
modifications such as phosphorylation and acetylation, p53
protects the cell from further stress by activating the transcription
of genes involved in cell cycle checkpoints, DNA repair, cellular
senescence, and apoptosis. Serine 392 phosphorylation at in
COOH terminal site of p53 activates the protein for sequence-
specific DNA binding. Furthermore, there is an interdependence
between phosphorylation and dose-dependent responses of p53
(Latonen er al., 2001). An apparent tissue-specific p53
phosphorylation response takes place, since the same type and
level of damage induce a differential pS3 phosphorylation pat-
tern in different cell lineages. Another important posttransla-
tional modification of p53 is acetylation on lysine residues
(Liu et al., 1999). This modification activates transcription and
stabilizes p53 by preventing murine double minute-2 (Mdm-2)—
mediated degradation (Li ef al., 2002).

In this contribution, we characterized the DNA binding
activity of p5S3 when epithelial cells were exposed to sodium
arsenite in varying times and doses. We found marked differ-
ences in p5S3—DNA binding depending on the dose, epithelial cell
type, and stage of pS3 expression. Upon arsenite, NHK display
a long-term stabilization of nuclear p53, induced and maintained
by PI3K, PKC, and PKB/Akt, which renders the cell into growth
arrest and expression of differentiation markers such as
involucrin. On the other hand, differential kinetics in kinases
activation seems to be involved in p53 responses to arsenite in the
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C33-A cell system, where a mutant p53, is rapidly translocated
from nuclei in order to inactivate its function in growth arrest,
resulting in an increase in cell proliferation.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. BAPTA (1,2-bis(2-aminophenoxy) ethane-N,N,N’ ,N’-tetraacetic
acid) was obtained from Tocris-Cookson (St Louis, MO). Calcium chloride
(CaCly), 2-[1-(3-dimethylaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1 H-indol-3-yl)-
maleimide (Bis I) and 12-tetradecanolyl-13-acetate (TPA) were purchased from
Sigma (St Louis, MO). LiCl and wortmannin were obtained from Calbiochem
(La Jolla, CA) and all other chemicals from Merck (Whitehouse Station, NJ).

Cell culture. Keratinocyte primary cultures were obtained from neonatal
human foreskin as described previously (Pirisi et al., 1987) and grown in
Keratinocyte Serum Free Media medium (Invitrogen, Gaithersburg, MD)
containing the appropriate antibiotic mix at 37°C in a 5% CO, atmosphere.
Culture media was replaced every 2 days. The C33-A cell line (Human
Papillomavirus negative cervical carcinoma-derived cell line) was routinely
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 medium, 50:50
(DMEM/F-12, Invitrogen) and HeLa cells growth in DMEM at 37°C in
a 5% CO, atmosphere. In both cases, media were supplemented with 10% fetal
calf serum and antibiotics. Primary cultures from cerebellar Bergmann glia
were obtained as reported before (Ortega et al., 1991).

Arsenic treatment. An aqueous sterile stock solution of sodium arsenite
(10 mg/ml) was prepared and diluted to obtain the desired final concentrations.
Cell cultures were grown to approximately 80-85% confluence and treated with
sodium arsenite for the indicated time periods.

Cytotoxicity assessment. Cell viability was measured 24 and 48 h after
treatment by the MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich Co.) performed as described
by Mosmann (1983). Cells were seeded on 12-well plates in 500 pl of culture
media. These cultures were incubated for 24 h with sodium arsenite at 37°C in
a 5% CO, atmosphere. After that, the cells were treated with the MTT reagent
(5 mg/ml) for approximately 4 h. Isopropanol:HCI solution was added to lyse
the cells and solubilize the colored crystals. The optical density of the samples
was determined at 630 nm using an enzyme-linked immunosorbent assay plate
reader Opsys MR (Dynex Technologies, Frankfurt, Germany).

Cell proliferation rates determination. For cell proliferation rates, cells
were seeded on a 12- (NHK) or a 24-well (C33-A) plate in 500-pl culture media
with or without sodium arsenite (1.5uM), incubated at 37°C with 5% CO,, and
analyzed in quadruplicates at 12- to 24-h intervals for 4 days. Two hundred
microliters of MTT labeling mixture was added to each well 4 h before each
spectrometric measurement.

Cytokinesis-block method and nuclear index determination. Keratino-
cytes cultures were treated with different sodium arsenite concentrations and
incubated with 2 mg/ml cytochalasin B for an additional period of 48 h. After
that, the cultures were trypsinized and suspended gently in complete medium.
The cells were fixed in methanol:acetic acid solution and centrifuged for 10 min
at 50g. Keratinocytes were deposited in slices, air-dried, and stained with eosin
and methylene blue. The frequency of cytoplasmic micronuclei was scored
under an optic microscope at a magnification of X100. One thousand
binucleated cells were examined for micronuclei presence (per treatment). For
cell proliferation, 500 cells were examined and a calculation was done in order
to obtain the nuclear index (Fenech et al., 2003a,b).

Protein electrophoresis and immunoblotting. Cells were harvested after
arsenic treatment (time and concentrations are indicated in each figure legend)
and incubated on ice for 40 min in lysis buffer (50mM Tris HCl; ImM
ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]; 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride;
5 pg/ml aprotinin and leupeptin; 10mM NaF; ImM Na;VO,; and ImM
Na,MoO,). The lysates were centrifuged for 10 min at 10,000 g and
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supernatant fractions were stored at — 70°C or used immediately. Standardized
amounts of total protein extracts (30-50 pg) were analyzed in sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to polyvinylidene
difluoride membranes (Millipore, Bedford, MA). Blots were stained with
Ponceau S to confirm equal protein loading in all lanes. Membranes were
soaked in phosphate-buffered saline (PBS) to remove Ponceau S and incubated
in PBS containing 5% dried skimmed milk and 0.1% Tween-20 for at least 1 h
at room temperature, to block the excess of nonspecific protein-binding sites.
After blocking, the membranes were incubated with specific antibodies. The
following primary antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA): p53 (sc-126), cyclin DI (sc-717), involucrin (sc-21748),
p-Aktl (sc-7985), p-glycogen synthase kinase-3 beta (sc-11757), and B-actin
(sc-32251). Horseradish peroxidase—conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) were used as secondary antibodies,
followed by a chemiluminescence detection system ECL + PLUS (Amersham).

Electrophoretic mobility shift assays. Nuclear extracts were prepared as
described previously (Lopez-Bayghen et al., 1996). All buffers contained a
protease inhibitor cocktail (Complete, Roche Diagnostics Corporation, Indian-
apolis, IN) to prevent proteolysis. Protein concentration was measured by a
Bio-Rad protein assay system. Nuclear extracts (20-30 pg) from keratinocytes
and 15 pg for C33-A were incubated on ice with 1 pg poly [dI-dC] as non-
specific competitor (GE Healthcare, Piscataway, NJ) and 1 ng of 32p_labeled
double stranded oligonucleotides (for 10 min):

pS3 5"-CTAGTACAGAACATGTCTAAGCATGCTGGGGACT-3’
(Gohler et al., 2002)
Spl 5"-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA-3’

AP-1 (SV40) 5'-CTAGRATAATATGACTAAGCTGTG-3’
Myc 5'-CTAGGGAAGCAGACCACGTGGTCTGCTTCC-3’
(Murre et al., 1991)

The reaction mixtures were electrophoresed in a low ionic strength 0.5X
TBE buffer in 7% polyacrylamide gels. The gel was dried and exposed to an
X-ray film (89mM Tris, 89mM boric acid, 2mM EDTA). For competitive
studies, the reaction mixtures were preincubated with different amounts of
indicated unlabeled competitor oligonucleotides, before adding labeled DNA.
For gel super-shift experiments, reactions with the DNA—protein complexes
were incubated at 4°C with anti-p53 (sc-126) and anti-sox10 (sc-17342) both
from Santa Cruz Biotechnology for 4 h prior to electrophoresis.

Plasmids. The plasmid pS3CAT contains the p53 consensus sequence
from p21 promoter region (Gohler et al., 2002), under control of the SV40
promoter and chloramphenicol acetyltransferase (CAT) as reporter gene. Vector
pXP2-CDI contains luciferase reporter gene under the control of the human
cyclin D1 promoter (Herber et al., 1994) kindly donated by Dr Francoise
Thierry (Institute Pasteur, Paris).

Transient transfections and reporter assays. Transient transfections were
performed in the C33-A cell line. Cells were grown in 60-mm tissue culture
dishes and transfected at 60% of confluence (6 pg of reporter plasmid/dish) by
standard calcium mediated method. Protein lysates for CAT assays were
obtained as follows: cells were harvested in TEN buffer (40mM Tris—HCI,
pH 8.0, ImM EDTA, and 15mM NaCl), lysed with three freeze—thaw cycles
in 25mM Tris—HCI, pH 8.0, and centrifuged at 12,000 X g for 3 min.
Standardized amounts of protein lysates were incubated with 0.25 uCi ['*C]
chloramphenicol (50 mCi/mmol, Amersham Life Science) and 0.8mM acetyl-
Co-A at 37°C. Acetylated forms were separated by thin-layer chromatography
and quantified using a radioactive image analyzer Typhoon Optical Scanner
(Molecular Dynamics, Amersham Biosciences, Buckinghamshire). CAT activ-
ities were expressed as relative activities to the untreated control. For luciferase
assays, cells were harvested 24-h posttransfection and processed with the
Luciferase assay system (Promega). Briefly, protein lysates were obtained in
cold PBS by two freeze—thawing cycles and resuspended in 100 pl of reporter
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lysis buffer. Equal amounts of protein lysates (=70 pg) were incubated with
luciferase assay reagent. Light detection was performed in a FluoroSkan Ascent
FL 374 (Labsystems, Finland).

Immunohistochemistry. Cell culture staining with anti-p53 monoclonal
and anti-Hi antibodies was performed using NHK grown on ethanol-washed
glass coverslips (22 X 22 mm) in the same culture conditions as described
above. Cells were fixed by exposure for 10 min to methanol at — 20°C, washed
twice with PBS, and were immunostained using the biotin—streptavidin—
peroxidase DAB (3,3"-diaminobenzidine tetrahydrochloride) (ImmunoDetector
horse radish peroxidase/DAB, BIO SB, Inc, Santa Barbara, CA). Control
immunolabeling was performed with the same staining procedure but using the
visualizing reagents in the absence of the primary antibodies. Slides were
treated with 0.3% hydrogen peroxide (H,O,) for 15 min to block endogenous
peroxidase. Sections were pressure cooked for 30 min in 10mM citrate buffer,
pH 6.0 (ImmunoDNA retriever with citrate, BIO SB, Inc., Santa Barbara, CA)
to unmask epitopes. Sections were incubated with primary antibody (1:100
dilution of monoclonal mouse anti-involucrin and 1:100 dilution of monoclonal
mouse anti-human p53 (clone DO7, cat # M7001, Dako Cytomation) for
40 min at room temperature and rinsed in Tris-buffered saline (Immuno/DNA
Washer, BIO SB, Inc., Santa Barbara, CA). The sections were incubated with
biotin-labeled secondary antibody and streptavidin—biotin—peroxidase for
20 min each. DAB (0.05%) was used as the substrate, and positive signal
was detected as a brown color under a light microscope. Cells were weakly
counterstained with Mayer’s hematoxylin, dehydrated, and mounted in Entellan
mounting medium (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The slides were
examined under bright field Zeiss Axioscope 40 microscope and the Axiovision
software (Carl Zeiss, Inc. Thornwood, NY) at X400 magnification.

RESULTS

Arsenic Cytotoxicity

Initial experiments were designed to evaluate the effect of
sodium arsenite over cell viability of NHK and C33-A cells.
Dose-response curves were performed in these cell systems,
measuring cell viability by the MTT method. As depicted in
panel A of Figure 1, exposure to increasing concentrations of
sodium arsenite for 24 h does not induce change in the cell
viability and not lead to cell death as compared to untreated
control in either of the cultures. In order to prove that 1.5uM is
not a toxic dose, we also performed cytotoxicity assays after 24
h incubation with sodium arsenite followed by another 24, 48,
or even 72 h of incubation in fresh culture media, results are
presented in Figure 1B. No significative changes in cell
viability were present under these conditions.

Effects of Sodium Arsenite on p53 Activation

One of the most recognized indicators of DNA damage is
p53 activation. The genotoxicity recorded in arsenic-treated
keratinocytes may indicate that surveillance by p53 might be
activated. NHK cells were exposed to increasing concentra-
tions of sodium arsenite for 24 h, and p53 protein levels were
determined via Western blot. The results, depicted in Figure 2,
panel A, show that exposure of NHK to sodium arsenite leads
to a dose-dependent increase in p53 levels, reinforcing the idea
that arsenic induces p53 in our system. Taking into
consideration that p53 is capable of inducing the expression
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Cell viability in human epithelial cells under sodium arsenite treatment. (A) NHK and C33-A cells were treated with increasing concentrations of

sodium arsenite (as indicated) during 24 h. (B) Both cell types were treated with 1.5uM of sodium arsenite for 24 h, then media was replaced and cell viability
determined after the indicated additional recovery time (2472 h). Cell viability was evaluated by the MTT method and expressed as % of untreated control. Mean

values + SE are plotted.

of genes containing one or more copies of a p53 DNA-binding
element we decided to perform protein—~DNA binding assays
using a p53 consensus oligonucleotide as a labeled probe and
nuclear extracts obtained from NHK treated with sodium
arsenite (0.1-1.5uM). As detected for the p53 protein levels, a
specific dose-dependent increase in p5S3 DNA-binding activity
was found (Fig. 2, panel B). Specificity of the p53-DNA
interaction was demonstrated by competition assays using the
unlabeled p53 oligonucleotide (100-fold molar excess) and the
unrelated SP-1 oligonucleotide (100-fold molar excesses). As
expected, the unlabeled p53 oligonucleotide efficiently abol-
ishes the formation of p53 complex, while the SP-1 oligonucle-
otide did not modify the complex. To further demonstrate that
p53 is the specific protein that interacts within this region, we
performed the immuno-electrophoretic mobility shift assays
(immunoEMSA) shown in the right panel of Figure 2B.
Addition of anti-p53 antibodies causes a super-shifted complex
(SS) that matches with the disappearance of p53 typical
complex. In contrast, the preimmune serum did not exert any
additional shifting. Taken together these data demonstrate that
arsenic exposure of NHK increases nuclear p53 protein, which is
capable to interact with its DNA binding element.

Since NHK are nontransformed cells, we wondered if the
p53 response was reproduced in a cell line with a mutated form

of p53. The point mutations present in the pS3 version of C33-
A cells result in an amino acid change of Arg-*Cys in codon
273, change that is not involved in the protein—-DNA
interactions (Scheffner et al., 1991). As shown in panel A of
Figure 3, in C33-A cells exposed 24 h to 1.5uM sodium
arsenite, p53—-DNA binding is detected albeit to a lower extent
than in NHK cells. Specificity of this complex was demon-
strated by competition experiments and immunoEMSA. When
a dose-response effect was sought, exposing cell for 24 h,
a decrease in p5S3—-DNA binding was found (Fig. 3, panel B).
This result prompted us to examine in detail the effect of
a shorter arsenic exposure (30 min). A dose-dependent increase
in p53 DNA-binding activity was found (panel B, Fig. 3).
A quantitative analysis is shown in panel C, where we compare
the DNA-binding behavior of p53. As a control of nuclear
extracts quality, we tested AP-1 (c-jun/c-fos) transcription
factor binding to its cognate sequence, using the same nuclear
extracts tested with p53. Note that arsenic effect over the AP-1
DNA-binding activity is different from that of p53. The robust
AP-1 complex detected after 24-h exposure to sodium arsenite
indicates that the decrease in p5S3—DNA binding is not the result
of protein degradation (Fig. 3, panel D). Arsenic increased
significantly the AP-1 DNA-binding activity independently of
the exposure time, suggesting a mechanism that regulates the
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Induction of p53 by sodium arsenite. (A) NHK cultures were exposed to sodium arsenite for 24 h and the effects on p53 protein levels were analyzed

by Western blotting using anti-p53 antibody (sc-126) and comparing with B-actin (antibody sc-32251) levels for normalizing purposes. HeLa whole cell extracts
were used as a positive control. Values plotted in graph were obtained by densitometry and represent the mean of two independent experiments + SE. (B) DNA
binding of p53 transcription factor is increased in human keratinocytes (left panel), when same treatment indicated in A was applied to NHK cultures. Cells were
harvested 24-h posttreatment and processed to obtain nuclear extracts. Normalized protein amounts from NHK cells treated or not were incubated with **P-labeled
p53 bona fide DNA-binding sequence to define the p53 complex (arrow). In the center panel, competitive EMSAs were performed in the presence of 100-fold
excess of indicated nonlabeled competitors. Right panel, gel super-shift assays in the absence or presence of 1 pg of anti-p53 (sc-126) antibody or preimmune

serum. (-): no competitor added.

decrease in p53 DNA-binding activity. Additionally, whole
cell extracts were analyzed by immunoblotting. Interestingly,
when C33-A cells were exposed to sodium arsenite for different
time periods using a fixed concentration (1.5uM), p53 protein
levels augmented as early as 15 min, increase that was
maintained for up to 24 h (Fig. 3, panel E).

Role of Calcium Influx and PKC in p53 Activation
by Sodium Arsenite

Under arsenite exposure, keratinocytes showed an increase
in p53 levels which may be associated with cell cycle arrest,
but also with changes in gene expression and signaling
pathways activation. Ca®" is an important factor in the

regulation of the differentiation process in keratinocytes. It is
a requirement for stratification, assembly of desmosomes, and
activation of epidermal transglutaminase (Eckert et al., 1997).
In this sense, other studies have shown that arsenic increases
the intracellular Ca®" levels in lymphocytes. With this in mind,
we evaluated if changes in intracellular Ca®" levels regulate the
p53-DNA complex formation in response to arsenic. We first
evaluated the effect of the exposure of NHK cells to increasing
CaCl, concentrations for 24 h. As expected, an increase in the
p53-DNA complex was found (Fig. 4A). When cells were pre-
exposed to a S0iM concentration of the Ca®" chelator BAPTA
previous to sodium arsenite, the p53—-DNA complex was less
evident (Fig. 4B). These results point out that Ca®" has an
important role in the activation of p53.
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FIG. 3. Different pS3-responses to sodium arsenite are recorded in C33-A cell line. (A) NHK, C33-A, and HeLa nuclear extracts were used to compare
p53-complexes by EMSA (left panel, all cells untreated). In the center panel, competitive EMSA were performed in presence of 100-fold excess of indicated
nonlabeled competitors. Right panel, gel super-shift assays in the absence or presence of 1 pg of anti-p53 (sc-126) or 1 pg of anti-sox10 (sc-17342) antibodies. (-):
no competitor added. (B) C33-A cells were exposed to the indicated concentrations of sodium arsenite for 24 h or 30 min, nuclear extracts obtained and processed
by EMSA with p53 probe. (C) From experiments as those shown in (B), p53 complex values were obtained by densitometric analysis and plotted in the graph
(mean of three independent experiments + SE). (D) Same nuclear extracts (from cells no treated or treated with 1.5uM tested in B) were used to test AP-1 binding
to an AP-1/SV40 **P-labeled probe. (E) Effects of sodium arsenite on p53 protein levels (whole cell extracts) were analyzed by Western blotting using anti-p53

antibody (sc-126) and B-actin antibody (sc-32251).

The differential effect of arsenite in NHK and C33-A cells in
terms of p53 DNA-binding activity, might be related to
differential signaling pathway activation by arsenite in both cell
systems, although, 2mM CaCl, increases p53—DNA binding in
C33-A cells as in NHK (Fig. 4C). Classical isoforms of PKC
are activated in CaCl,-exposed NHK. So, we asked if PKC
induction may directly increase p53—-DNA binding in C33-A.
As can be observed in panel D of Figure 4, TPA, a PKC
activator, mimics CaCl, or sodium arsenite responses.
Additional confirmation of the link between Ca®" entrance,
PKC activation, and pS3—-DNA binding is provided by the fact
that the PKC blocker Bis I diminishes the arsenite-dependent
p53-DNA binding.

PKB/Akt Involvement in NHK Response to Sodium Arsenite

Multiple pathways have been proposed for p53 activation in
a variety of cell lines. Among them, several kinases activated
under elevated Ca’" levels are those of the AGC family, i.e.,
PKC, cyclic AMP—dependent protein kinase, and PKB/Akt. In
fact, arsenite activates PKB/Akt, with an important role for
PI3K/Akt/I-kappa-B kinase beta/nuclear factor-kappaB path-
way in cyclin D upregulation and arsenite-induced proliferation
in mouse epidermal Cl41 cells (Ouyang et al., 20006).
Therefore, we investigated if the PKB/Akt signaling pathway
is triggered under arsenic exposure in NHK, contributing to
p53 activation. To this end, confluent NHK were treated with
sodium arsenite (1.5uM for 30 min) and phosphorylated PKB/



132

<
&
& L MANE

p53

ps3 =

p53 B

SANDOVAL ET AL.

FIG. 4. Role of PKC activation in regulating p53 binding to DNA. (A) Nuclear extracts from NHK, control, or exposed to CaCl, (for 24 h, concentrations are
indicated) were obtained and used for DNA-binding assays with the **P-labeled p53 oligonucleotide. (B) Nuclear extracts were obtained from NHK treated with
sodium arsenite (1.51tM), and the calcium blocker, BAPTA (50uM, added at least 45 min before sodium arsenite). (C, D) For nuclear extracts preparation, C33-A
cells treated with sodium arsenite (1.5uM), CaCl, (2mM), TPA (50 and 100nM) for 30 min or the PKC inhibitor bisindoleilmaleimide (1puM) added 30 min before

treatment. Extracts were tested with the p53 probe.

Akt (Serd73) was detected by Western blot. As shown in panel
A of Figure 5, sodium arsenite treatment results in the
phosphorylation and presumably activation of PKB/Akt. As
expected, LiCl, an inositol phosphatase inhibitor, also increases
PKB/Akt phosphorylation (Gerling et al., 2004). Although
Serd73 phosphorylation has been correlated with PKB/Akt
activity, we decided to explore directly its activity over a well-
known substrate, GSK3-f (Nicholson and Anderson, 2002).
The results are depicted in panel B of Figure 5, sodium arsenite

increases Ser9 GSK-3-f phosphorylation after 15 min. As
expected, both phosphorylation events are strictly dependent
on PI3K. In order to obtain direct confirmation of the
involvement of the PI3K/PKB/Akt pathway on the arsenite-
promoted p53-DNA binding, EMSA were performed. When
cells were treated with the PI3K blocker wortmannin (100nM,
30 min) previous to sodium arsenite, the pS3—-DNA complex
decreased considerably with respect to complex obtained from
cells treated with sodium arsenite alone. These results indicate
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FIG.5. Sodium arsenite induces PKB/Akt and GSK-3f phosphorylation in NHK. Cultured NHK were treated with LiCl (3mM), sodium arsenite (1.5uM), and
wortmannin (100nM, 30 min before As treatment). Phosphorylation of PKB/Akt (in A) and GSK-3f (in B) was analyzed by Western blotting. Cerebellar
Bergmann glia cells were used as a positive control for antibodies (Morales et al., 2006). Quantitative densitometry data after sodium arsenite treatment are shown
as relative to levels found in untreated cells, normalizing by actin content. Values represent the mean and + SE of two independent experiments. (C) EMSA
performed with nuclear extracts from NHK treated with same inhibitors as in (A) and (B), harvested 24 h after and tested with the pS3 probe. (D) EMSA performed
with nuclear extracts from NHK treated as indicated but harvested 24 h after treatment. AKT I: PKB/Akt1 inhibitor, 25nM.

that PI3K/PKB/Akt pathway activation is participating in the
regulation of p53 protein DNA binding in NHK. Also notice, in
Figure 5C, that a similar increase in p53 binding to its
consensus sequence is present when the cells are exposed to the
phosphatase inhibitor LiCl (stabilizing Akt phosphorylation).
Similarly, pretreatment with 1L-6-hydroxymethylchiro-inositol
2-(R)-2-O-methyl-3-O-octadecylcarbonate, an AKT1 blocker,
avoids p53 complex activation (Fig. 5D).

Comparative analysis of the arsenite effect in PKB/Akt
phosphorylation was performed in the C33-A cell line.
Interestingly, a time and dose-dependent increase in PKB/Akt
phosphorylation was found and maintained for up to 12 h
(Fig. 6, upper panels). Moreover, when we performed EMSA a
clear blockage of the formation of p53—DNA complex induced
by arsenic in the short term was achieved with the previous
application of the PKB/Akt inhibitor, AKT I applied at a 25nM
concentration (Fig. 6, panel C).

As a measurement of the pathway behavior in the long term,
we decided to test the activity of p53 as a transcription factor in
a functional assay. Using a reporter gene system, where a p53
DNA-binding site was cloned to direct the SV40 early
promoter activity (see map, Fig. 6D) we evaluated the arsenite
effect. The promoter activity was reduced after the continuous
exposure to the metalloid. This result is in line with those

shown in Figure 3; in the long-term, arsenic treatment is
apparently linked to the removal of the mutated p53 from
nuclei, lowering the p53-DNA complex formation and
obviously its transactivating capacity. Interestingly, the PKB/
Akt pathway blockers avoid this effect and the inositol
phosphatase mimics it.

Sodium Arsenite Induces NHK Differentiation

As p53 seems to be activated for a long period of time under
arsenite presence, NHK are expected to be more restricted to
the cell growth control exerted by p53. In line with this, we
observed that arsenite treatment caused changes in cell
morphology that resemble those obtained when cells are
induced to differentiate in vitro by adding 2mM CaCl,.
Comparative images shown in panel A of Figure 7 reflect
a rather similar morphology when cells are differentiated by
calcium addition or when they are treated with 1.5uM of
sodium arsenite. Involucrin is a marker tightly related to the
normal differentiation process and widely used in NHK. In
fact, the involucrin promoter is responsive to sodium arsenite
through an AP-1 site (Jessen et al., 2001). With this in mind,
we determined the arsenite effects over involucrin expression,
obtaining a clear augmentation in its protein levels when the



134

A
60 KDa
47 KDa
45 KDa

B As 1.5 uM

o
S EFA
et e e D
P-PKB —.I— — — — o — —I— 60 KDa

Posiap = I — * °°

Actin = b S0 S5 S St s sw|—— 45 KDa

C s
(9$ Q2
gNE &

D p53CAT

[ ]
p53 SVv40

CAT

180 4
160 |
140 1
120 |
100 4 x
80
60 *
40 1
20 A
0 d
p53CAT (6 ng)
Arsenic (1.5 uM)
Wortmanin (100 nM)
AKT1 (25 nM) - - - + o+
Licl BmMm) - - - . - - +

CAT ACTIVITY
% CONTROL
*

- + + - - -

FIG. 6. Arsenic-induced PKB/Akt phosphorylation in C33-A cells:
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30 min, previous to arsenic treatment. (D) Transcriptional activity of p53
(long-term effects) was determined after transient transfection assays in C33-A.
The construct pS3CAT was transfected (6 pg of plasmidic DNA) in 80%
confluent cells. Cells were treated with sodium arsenite, and when the indicated
inhibitors, wortmannin AKT I, and LiCl were applied 60 min before arsenite
(24-h posttransfection). Finally, cells were harvested 24-h posttreatment. CAT
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cells were exposed to increasing concentrations of sodium
arsenite (Fig. 7, panels B and C). Accordingly, we expected an
arsenite-treated NHK augmentation in cyclin D1 levels,
assessing these levels as a measure of cell cycle progression
and cell proliferation. Indeed this is the case, as shown in
Figure 7D, cyclin DI increases in cells exposed to sodium
arsenite, note an inverse concentration-dependent effect. With
these results, we next examined cell proliferation effect using
nuclear index as a tool to evaluate the changes exerted by
sodium arsenite on NHK proliferation rates (Fig. 7E). In fact,
we were able to establish a correlation between nuclear index
assays and cyclin D1 levels (Figs. 7D and 7E). Accordingly to
the cell proliferation rates (Fig. 7F), the cells seem to be
withdrawn from cell cycle progression. These data may
indicate that different responses can be elicited depending on
the arsenite concentration to which NHK are exposed, low
concentrations lead to a discrete proliferation, whereas higher
concentrations (more than 0.5uM) seem to gradually stop cell
growth, most possibly through p53 arrest.

Sodium Arsenite Induces Cell Proliferation in C33-A Cells

As the response to sodium arsenite is clearly different when
we compare NHK with C33-A cells, we expected a different
behavior in the mutated p53 cell line in terms of cell
proliferation. The results are shown in Figure 8, serum-starved
C33-A are capable to proliferate under arsenite treatment
(panel A). Moreover, a cyclin Dl-dependent promoter is
activated by arsenite in a dose-dependent manner, indicating
that the cell cycle is not stopped by the metalloid (Fig. 8B).
Even more, c-myc is also activated by sodium arsenite and may
be the connecting link to activate cyclin D1 and cell cycle
progression (Fig. 8C). A model with our current understanding
of data presented here is shown in Figure 9.

DISCUSSION

Previous studies have shown that arsenic is cytotoxic to
a variety of cell lines and primary cultures, for example
fibroblasts (Lee et al., 2004; Trouba et al., 1999), lymphocytes
(Sordo et al., 2001), hepatocytes (Petrick et al., 2000), NHK
(Bae et al., 2001), and epidermal carcinoma cells (Huang and
Lee, 1996). However, variability between different systems has
also been reported (Mei et al., 2003). When we evaluated the
sensibility of NHK and C33-A to arsenic, no clear cytotoxicity
was detected since cell viability assessed by the MTT method
was not severely affected even after 72 h (Fig. 1).

activities are shown as the relative activity comparing with the activity recorded
for pS3CAT construct alone. In all cases data were normalized by protein
content and obtained from at least four independent experiments. In all
transfection assays, data plotted are mean values + SE from four independent
experiments (¥p < 0.05; vs. untreated, by ANOVA).
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were analyzed via Western blot in treated NHK (24 h). (C) Expanded cells from the primary culture were seeded in eight wells glass slides, treated as indicated and
the immunostaining performed with anti-involucrin antibody after 24 h treatment. (D) Cyclin D1 protein levels were analyzed by Western blot in treated NHK,
with indicated concentrations and for 24 h. HeLa cells are used as a positive control for cyclin D1 protein. Values represent the mean of three separated
experiments + SE. Plotted data were obtained by densitometric measurement and are shown as % of levels recorded by the nontreated control, normalizing by actin
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FIG. 8. Sodium arsenite induces cell proliferation in C33-A. (A) C33-A
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proliferation rates were evaluated by the MTT method. Data are expressed as
% of untreated control at time zero; values plotted are mean + SE.
(B) Transcriptional activity of cyclin D1 promoter was determined after
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Arsenic has profound genotoxic effects (Gradecka et al.,
2001). Many studies have shown that exposure to arsenic
increases the frequency of chromosome aberrations and
micronuclei in humans and experimental animals (Gebel,
2001; Waclavicek et al., 2001). When we evaluated the arsenic
clastogenic activity over NHK, we found the presence of
micronuclei in the cytoplasm, a common feature indicative of
genotoxic damage (data not shown). A number of stimuli,
including DNA damage, reactive oxygen species, nucleotide
depletion, and other genotoxic stressors induce p53 activation
(Appella and Anderson, 2001; Colman et al., 2000). Arsenic
exposure results in the activation of p53 in different cultured
cell systems (Hernandez-Zavala et al., 2005; Salazar et al.,
1997; Yih and Lee, 2000). Protection against cancer by p53 is
due mainly to its activity as a transcription factor. In fact, p53
accumulates in the nucleus and transactivates a number of key
genes that regulate the DNA repair processes and cell
proliferation. The function of p53 in transactivation of target
genes deals with the dilemma of inducing cell growth arrest or
apoptosis pathways. Among the induced p53 genes, p21waf is
a gene critically involved in senescence (Noda ez al., 1994) and
identified as an universal inhibitor of cyclin dependent kinases,
which block the cell cycle at G1/S transition and inhibits cell
growth (Harper et al., 1993). Interestingly, p21waf promoter
harbors two p53 DNA-binding sites. In this sense, we
evaluated the effects of arsenic on p53 protein levels and its
transactivator capabilities and how these effects are related to
parameters such as cell growth in two systems of epithelial
cells, a primary culture of NHK and a well-characterized cell
line that exhibits p53 mutations, the C33-A cell line. In the
latter, mutations map to codons 245, 248, 249, and 273
(Scheffner et al., 1991). Under a p53 mutant, exposure to
ultraviolet (UV) and arsenite may lead to enhanced metalloid
effects. For example, it is well characterized that a higher p53
expression is present in keratinocytes adjacent to small cell
carcinoma focuses exposed to UV (Lee et al., 2004; Rossman
et al., 2004). Sun-exposed human skin contains thousands of
clones of p53-mutant keratinocytes (Jonason et al., 1996) and
the p53-mutant keratinocytes clones grew only during chronic
UVB exposure (Zhang et al., 2001). Moreover, in endemic
zones of arsenic contamination, both factors are usually
concurrent. It is quite possible that arsenic exerts a differential
effect in a cell with a previously mutated p53 protein.

transient transfection assays in C33-A. The pXP2-CD1 construct was
transfected (6 pg of plasmidic DNA) in 80% confluent C33-A, which were
treated or not with the indicate concentrations of sodium arsenite, along 48 h in
media with 0.5% serum and harvested 24-h posttreatment. Relative luciferase
units were obtained from at least three independent experiments, data plotted
are mean values + SE (*p < 0.05; vs. untreated, by ANOVA). (C) c-myc DNA
binding increases in C33-A exposed to sodium arsenite. Cells were harvested
24-h posttreatment and processed to obtain nuclear extracts, which were
normalized by protein content and incubated with [**P]-labeled c-myc probe.
FREE, no nuclear extract added.
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FIG. 9. Proposed model of regulation of proliferation and differentiation
signaling pathways controlled by sodium arsenite in epithelial cells with
different p53 status. Sodium arsenite can activate PKB/Akt via PI3K in NHK
and this response is correlated with an increment of p53 binding to DNA. In
C33-A, arsenite also increases PKB/Akt phosphorylation but p53 complex and
its transcriptional activity were decreased in the long-term exposure.

Therefore, mutated p53 could act as a negative additional risk
factor.

Reports concerning the arsenic effects on p53 protein levels
are conflicting. For example, it has been reported that a 14-day
exposure to environmental relevant arsenic concentrations
results in p53 diminished levels in the human keratinocytes
(Hamadeh et al., 1999, 2002). In contrast, in most of cell types,
including other epithelial cell systems, arsenic exposure causes
p53 and p21waf augmentation (Hernandez-Zavala et al., 2005;
Salazar et al., 1997; Yih and Lee, 2000). Therefore, we decided
to investigate the mechanisms by which arsenic regulates
p53 through different approaches. When we evaluated the p53
DNA-binding activity we observed that arsenic increases
p53 bound to DNA, due to an increase in its protein levels
(immunodetected) (EMSA, Fig. 2). In line with this in-
terpretation, we were able to find p53 nuclear accumulation.

Several reports show that arsenic modulates a number of
signaling transduction pathways that regulate cell growth,
differentiation, and apoptosis (Dong, 2002; Simeonova and
Luster, 2000). On the other hand, Ca®* influx is induced by
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sodium arsenite (Goytia-Acevedo et al., 2003). Using DNA-
binding assays, we show here that Ca>" levels are important for
the appearance of the p5S3—-DNA complex. The pivotal role of
Ca®" in epidermal differentiation is reflected by a fourfold
increase in extracellular Ca*" from the basal layer to the
stratum corneum (Tobin, 2006). Moreover, addition of Ca’t 1o
keratinocytes in vitro arrests the growth of proliferating cells,
while induces the expression of differentiation markers like K1/
K2, fillagrin, involucrin, and loricrin (Bikle et al., 2001;
Deucher et al., 2002). In accordance to this, inhibition of the
rise in intracellular Ca’" levels by BAPTA, confirms the
importance of Ca®>" in p53-DNA induction by arsenite. It
seems that as part of the differentiation program, cells activate
p53, which in turn activates the transcription of other genes that
participate in this program, at least in cultured human
keratinocytes. This scenario may occur also in normal epithelia.
In this context, immunocytochemical analysis show increased
levels of p53 in foreskin epithelia, located in spinous stratum,
coincident with involucrin expression (data not shown).

A recent study showed that arsenite induces the activation of
PKB/Akt and its downstream effector, eNOS, in cultured
human keratinocytes (Souza et al., 2001). We observed that
arsenic was able to activate the Ca>"/PI3K/PKB/GSK-3p/p53
pathway. We noticed that arsenic-induced phosphorylation of
a typical PKB/AKkt target, GSK-3, known to play diverse roles
in cellular processes as differentiation, proliferation, and
transformation (Nicholson and Anderson, 2002). Activation
of PKB/Akt and GSK-3f by arsenic is dependent on PI3K in
NHK (Fig. 5). Interestingly, when we inhibited the PI3K-PKB/
Akt pathway, the p5S3—-DNA complex was severely affected.
Withdrawn from cell cycle is an essential step for the cell for
the differentiation process (Fuchs, 1990b). In this sense, we
wonder if arsenic exposure could induce NHK morphological
changes. When cells treated with sodium arsenite cell
morphology remained as Ca®' treated control (Fig. 7).
Accordingly, sodium arsenite increased the differentiation
marker involucrin while diminished the proliferation marker
cyclin D1 (Fig. 7). In line with this, it has been shown that
arsenite can induce differentiation in other cells systems
different responses over the same cells system depending on
the concentrations used (Dong, 2002).

Mutations that inactivate or alter p53 are present in different
types of human cancer including colon, breast, lung, brain, and
esophageal (Nigro et al., 1989). When cells are under stress
conditions, p53 activation plays a definite role in cell survival.
While in several epithelial cell lines it is possible to notice
a clear change in cellular localization (from cytoplasm to
nuclei) when p53 is activated, in C33-A cells the nuclear p53
levels remain constant. In terms of transcriptional regulation,
activation of a p53-responsive promoter (pS3CON reporter
gene) increased significantly using Neocarzinostatin in wild
type p53 cell lines but not in C33-A (Banuelos et al., 2003).
We found clear differences when sodium arsenite effects were
analyzed in C33-A. It is tempting to speculate that in the short
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term, pS3 is activated in response to arsenic-dependent DNA
damage, most likely through Ser15 phosphorylation via DNA-
PK resulting in the documented dose-dependent augmentation
of the p53-DNA complex (Fig. 3). In the long term, the
decrease of the p53-DNA complex might be the result of
a MDM-2—-induced p53 nuclear export and degradation. This
interpretation is favored by the fact that the mdm-2 gene is
transcriptionally activated by p53 (Moll and Petrenko, 2003).
This model suggests that arsenic-dependent p53 activation
drives the transcription of its target genes including p21, cyclin
D1, PTEN, and mdm-2 among others (Rocha et al., 2003;
Stambolic et al., 2001).

A different outcome resulted in C33-A cells. When the PKB/
Akt signaling was activated, as indicated by the increase in
phosphorylation of PKB/Akt and GSK3-B, p53 behaves
differently. In the short term, activation is detected, but under
a long-term exposure, activity decreases considerably. LiCl,
normally used to promote phosphorylated PKB/Akt stabiliza-
tion, caused the same effect, this is, a clear decrease in nuclear
p53 available for DNA binding and consequently for
transcriptional control. This might indicate a more accelerated
rate of p53 nuclear export and degradation, rendering it inactive
for activate cell growth controllers such as p21waf. In line with
this, the activity of a reporter construct based in p53 binding
and controlling SV40 promoter, presented a diminished activity
under arsenite exposure. In terms of cell ability to growth, this
can be translated in the activation of molecules involved in
response to mitogens as cyclin D1 or the c-myc factor, as well
as the ability to keep a proliferating cell even under starving
conditions, as demonstrated for C33-A (Fig. 8).

In summary, our findings clearly suggest that arsenic toxicity
is severely augmented in p53-mutant epithelial cells. Work
currently in progress in our lab is aimed at establishing the
early signaling events triggered by arsenic in epithelial cells.
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Abstract

Involucrin is an important marker of epithelial differentiation which expression is upregulated just after basal cells are pushed into
the suprabasal layer in stratified epithelia. Several transcription factors and regulatory elements had been described as responsible
for turning on the gene. However, it is evident that in basal cell layer, additional mechanisms are involved in keeping the gene silent
before the differentiation process starts. In this work, we located a potential transcriptional silencer in a 52 bp sequence whose
integrity is necessary for silencing the proximal enhancer promoter element (PEP) in multiplying keratinocytes. Octamer-binding
sites were noticed in this fragment and the specific binding of Oct-2 transcription factor was detected. Oct-2 appears to be implicated
in an epithelial-specific repression activity recorded only in keratinocytes and C33-A cell line. Overexpression of Oct-2 repressed the
involucrin promoter activity in epithelial cells and in the presence of the silencer element.

© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Normal human keratinocytes (HK) are the constitu-
ents of the stratified squamous epithelia of the skin. In
the basal layer of the epidermis, mitotically active ke-
ratinocytes change its biochemical and morphological
characteristics as they withdraw from the cell cycle and
differentiate through the spinous, granular, and corni-
fied layers of the skin. During this process a number of
genes are turned on and off in a spatio-temporal pattern.
The complex regulatory pathways that direct the tran-
scription of epithelial differentiation-related genes are of
particular importance in human disease. Involucrin, an

* Abbreviations: MHK, multiplying human keratinocytes; Ca®",
calcium; CAT, chloramphenicol acetyl transferase; AP-1, activator
protein 1; TPA, 13-terppentil-phorbol-ester; TEF1, transcriptional
enhancer factor; YY1, Ying Yang factor; POU, Pit-Oct-UNC
transcription factors; Oct-1, 2, and 6, octamer-binding protein 1, 2,
and 6, respectively; OBF-1, Oct-binding factor; Sknla, skin octamer-
binding factor; Tst-1, testes 1 transcription factor; CMV, cytomega-
lovirus promoter; Spl/Sp3, stimulating protein 1 or 3; DNase HS,
hypersensitive site.
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important precursor of the keratinocyte cornified enve-
lope, is not expressed in multiplying cells whereas its
gene becomes transcriptionally activated during differ-
entiation [1,2].

Systematic analysis of the involucrin promoter/en-
hancer regions has previously been performed to iden-
tify the regulatory elements controlling Auman involucrin
(Hi) expression. Transgenic mice and in vitro studies
have demonstrated that these elements reside in a 2456
nucleotide (nt) long 5 non-coding region (5'-NCR)
[3-6]. This region consists of three main regulatory ele-
ments: a distal cell-type-specific enhancer (DE) respon-
sive to increasing calcium concentrations (nt —2456 to
—1272); a putative transcriptional silencer (TS) (nt —651
to —160); and a proximal enhancer/promoter (PEP) (nt
—-159 to 43) [6,7].

Several transcription factors that interact with these
regulatory regions have been implicated in the control
of involucrin expression. The major cis-regulatory
element within the 5-NCR is the DE which appears to
be the target of several regulatory pathways that act
in concert to activate involucrin transcription [7,8].
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The PEP region is responsive to TPA and activated by
AP-1 and the CCAAT/enhancer-binding protein, C/
EBP [9-12]. Several AP-1, TEF1, and YY1-binding
sites were identified within the PEP and the TS regions
by electrophoretic mobility shift assays (EMSA) [6,13—
15]. Overexpression of TEF1 revealed a role for this
factor as a repressor [16]. Our in vitro studies and other
studies have shown that the TS could be responsible for
silencing involucrin expression in multiplying human
keratinocytes (MHK), despite the presence of AP-1 [6].
Other relevant factors in keratinocyte development and
differentiation are members of the POU-domain pro-
teins. Previous studies have implicated the POU-family
factors as repressors for the involucrin gene [17,18] but
the precise location of the functional binding sites for
these factors on this gene has not been yet identified.
The regulation of specific genes mediated by POU
proteins is highly complex since these transcription
factors can interact with different related factors, and
several isoforms of a single POU-transcription factor
can be generated by alternative splicing. Thus, the ac-
tion of these proteins relies on the combinatorial input
of particular binding sequences and specific-cell envi-
ronments to confer specificity (for review see [19]. In
B-cells and neural cells, POU-family proteins bind to
the highly conserved octamer motif —~ATGCAAAT-
acting as either activators or repressors, playing a role
on specific transcriptional regulation of several genes
[20,21]. In the most reported case, both Oct-1 and
Oct-2 bind to this motif through their POU domain,
recruiting the lymphoid specific factor OBF-1 (aka
OCA-B, Bob-1) to a subset of octamer sites resulting in
promoters regulated in a cell-specific fashion [19,22-24].
Oct-2, initially thought to be restricted to B lympho-
cytes, is highly expressed in undifferentiated keratino-
cytes in vitro, whereas Oct-1, Sknla, and Tst-1
represented the major octamer-binding activities in
differentiated keratinocytes [25].

To provide further insights into the regulation of
human involucrin in the skin, in this study we have begun
a thorough and detailed study of the SE element of the
involucrin promoter. Serial deletions of the 5'-tran-
scriptional silencer (TS) were made and a silencer ele-
ment (SE) was mapped to nt —386 to —335, a region
containing octamer motifs. The SE by itself was able to
silence the involucrin gene promoter. Several interesting
changes in SE DNA-binding were noticed between nu-
clear proteins from multiplying or differentiated kerati-
nocytes, and also between different cell types. The
observed differences were functionally relevant because
SE is silencing the involucrin promoter in multiplying
epithelial cells, but not in fibroblast or differentiated
cells. EMSA and super-shift experiments using nuclear
extracts from HK proved that the Oct-2 factor binds to
the octameric motif in SE. Overexpression of Oct-2 in-
creases the transcriptional activity of Hi promoter in

fibroblasts, whereas in epithelial cells has a stronger
repressive effect. These changes may reflect differential
interactions with cell-specific co-factors or activators
that could be generated during the differentiation pro-
cess induced by calcium and might be associated with
silencing the human involucrin gene in multiplying
keratinocytes.

All together, our findings suggest that a combination
of intrinsic and environmental factors might control the
interaction of Oct-2 with involucrin promoter provoking
the silencing of the Hi gene in MHK before the differ-
entiation process.

Materials and methods

Plasmid and oligodeoxynucleotides. Plasmids are named based on
the nucleotide positions from the transcriptional start site (—1/+1). The
p2.6CAT plasmid was previously described [6]. The pl159CAT plasmid
contains the fragment from nt —159 to 43 (PEP region), amplified by
PCR using the oligonucleotide O-159 linker 5-CCCAAGCCTTCG
TACGGGGCCCTAAAGGGTTGGGTTGC-3 and invo2, ¥-GGGT
CTAGACAAGACAAGACTCACAG-3'. A series of deletions in the
involucrin silencer were created by cloning the amplified fragments
using the p2.6CAT as a template with oligonucleotides that introduce
HindIIl and Xbal sites at the 5’ and 3’ ends, respectively, and finally
cloned into the pCAT-Bas vector (Promega, Madison, WI). p739CAT,
p476CAT, p386CAT, p376CAT, p356CAT, p346CAT, p335CAT,
p276CAT, and p226CAT plasmids were obtained employing the fol-
lowing primers:

0-739 5-GGGAAGCTTTGTGTAGATTC-3,

0-476 5'-CCCAAGCTTAAGAGAACACCCCAGAAAT-3,

0-386 5'-CCCAAGCTTAACTTTCCATTTCATGC-3,

0-376 5'-CCCAAGCTTTTCATGCCCTTGAAAGTG-3,

0-356 5'-CCCAAGCTTTCTTTTGGCCTAATAATGAG-3,

0-346 5'-CCCAAGCTTTAATAATGAGAACAAAC-3,

0-335 5-CCCAAGCTTACAAACTCATTTTGAAAG-3,

0-276 5'-CCCAAGCTTCAAAACAGTACCATGCC-3,

0-226 5'-CCCAAGCTTATCACAGGAATAGTTGAGC-3,
respectively, and the invo2 primer.

The plasmid p41CAT was created by restriction of p2.6CAT at Pstl
and HindIII sites. The plasmid p386a335CAT contains the amplified
fragment generated by using the oligonucleotides O-386 and O-335R
5'-GCATGCGTTCTCATTATTAGGCCAAAAGA-3, cloned into
p159CAT (Hindlll-Sphl sites). Oligonucleotides O-335R and O-336
were hybridized and inserted into p159CAT producing p356A335CAT.
Octamer mutated oligonucleotides including previously reported
changes in octamer-binding essential bases [26] O-386aM 5'-CCCA
AGCTTAAGCTTCCATTCGATGC-3, 0O-335RBM 5-AGCATGC
GTTCTCATTATTAGGCCAAAAGGCTCACTCGC-3, and 0O-335
ROM  5-ACATGCATGCGTTCTCATGCTGCGGCCAAAACA-3
were used to generate paM386A335CAT, ppM386A335CAT, and
pdM386335CAT, respectively, using PCR amplifications as well. All
clones were screened to confirm the appropriate orientation and were
verified by sequencing using a Sequenase kit (Amersham Life Science).
Oligonucleotides were synthesized in an Applied Biosystems 391 DNA
synthesizer. The pJT7-Oct-2.5 mice-isoform expression plasmid under
the control of the cytomegalovirus (CMV) enhancer/promoter was a
gift from Dr. Latchman (University College London Medical School,
London, UK) [17].

Cell culture. Secondary cultures from neonatal human foreskin ke-
ratinocytes were obtained as described before [27] and grown in KSFM
medium (Life Technologies) with the appropriate antibiotic mix at 37 °C
in a 5% CO, atmosphere. The human carcinoma cell line C33-A, was
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grown in an F-12/DMEM media mix (1:1) (Life Technologies) with 7%
of fetal bovine serum (FBS). MRC-5 and pulmonary embryonic fibro-
blasts and HeLa cells were grown in DMEM and 10% of FBS.

Transient transfections and CAT assays. Transient transfections
were done in normal multiplying human keratinocytes (MHK), C33-A
cell line or fibroblasts. Cells were grown in 100-mm tissue culture
dishes at 70-80% confluence and for C33-A cells in 60-mm tissue
culture dishes at 60% of confluence (6 pg of reporter plasmid/dish, 8 ug
for fibroblasts). MHK were transfected with Lipofectamine (Life
Technologies). When required the culture medium was replaced with
KSFM without supplements and with 2mM CaCl,. For C33-A and
fibroblasts, a standard calcium mediated transfection method was
used. Co-transfection with the expression plasmid for the isoform Oct-
2.5 (+) under the control of the cytomegalovirus enhancer/promoter,
both cloned in the pJ7 vector, was performed with 2.5ug of each
plasmid [17]. Protein lysates were obtained as follows: cells were har-
vested in TEN buffer (40mM Tris-HCI, pH 8.0, ImM EDTA, and
15mM NaCl), lysed with three freeze—thaw cycles in 25 mM Tris—HCI,
pH 8.0, and centrifuged at 12,000g for 3 min. Standardized amounts of
protein lysates were incubated with 0.25uCi ['*C]chloramphenicol
(50 mCi/mmol, Amersham Life Science) and 0.8 mM acetyl-Co-A at
37°C. Acetylated forms were separated by thin-layer chromatography
and quantified using an AMBIS 4000 Scanalytics radioactive image
analyzer. CAT activities were expressed as the acetylated fraction
corrected for the activity in the pCAT-Bas (vector alone) and were
expressed as relative activities to the silencer-less p15S9CAT construct.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Nuclear extracts
were prepared as described previously [6]. All buffers contained
Complete protease inhibitor cocktail (Boehringer-Mannheim) to pre-
vent proteolysis. Protein concentration was measured by a Bio-Rad
protein assay system. Nuclear extracts (5-7.5pg) from keratinocytes
were incubated on ice with 1 pug poly[(dI-dC)] as non-specific com-
petitor (Pharmacia Biotech) and 1ng of **P-end labeled oligonucleo-
tide (sequences indicated above and in Fig. 3) for 10 min. The reaction
mixtures were electrophoresed in a low ionic strength 0.5x TBE buffer
in 7% or 8% polyacrylamide gels. The gel was dried and exposed to an
X-ray film. For competitive studies, the reaction mixtures were pre-
incubated with different amounts of unlabeled competitor oligonu-
cleotide, before adding labeled DNA. For gel super-shift experiments,
reactions with the DNA-protein complexes were incubated at 4°C
with anti-c-Oct-2 (rabbit polyclonal, sc-233 Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) or anti-p53 (sc126) for half hour prior to electro-
phoresis. The double strand consensus oligonucleotides employed were
the following:

Spl 5-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA-¥

Oct-1 5'-CTAGTGTCGAATGCAAATTCACTAGAA-¥
Oct-IM  5-CTAGTGTCGAATGCAAGCCACTAGAA-¥

AP-1 5'-CTAGRATAATATGACTAAGCTGTG-3'

NF-1 5-CTAGAGGTCTGGCTTTGGGCCAAGAGCCGC-¥

Protein electrophoresis and immunoblotting. Standardized amounts
of total or nuclear protein extracts (15-22 pg) from MHK, C33-A, and
HeLa cells were denatured in Laemmli loading buffer (62.5mM Tris—
HCI, pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 2% B-mercaptoethanol, and
0.01% bromophenol blue) and boiled for 5min before 10% poly-
acrylamide/SDS gel electrophoresis. Epidermis from human foreskins
was separated using dispase and directly lysed in PBS with three freeze-
thaw cycles. Gels were electro-transferred to Immobilon P membranes
(Millipore, Bedford MA). Blots were stained with Ponceau S to con-
firm that protein loading was equal in all lanes. Filters were soaked in
PBS to remove the Ponceau S and incubated in PBS containing 5%
dried skimmed milk and 0.1% Tween 20 for 2 h to block the excess of
non-specific protein-binding sites. Filters were then incubated over-
night at 4°C with the primary antibodies diluted 5% dried skimmed
milk and 0.1% Tween in TBS buffer, followed by secondary antibodies.

The antibodies used were: rabbit polyclonal anti-Oct-1 sc-232, rabbit
polyclonal anti-c-Oct-2 sc-233, (Santa Cruz Biotechnology, CA); a
monoclonal antibody against human involucrin (SY5, Research Di-
agnostics) and anti-actin antibody (kindly donated by Dr. Manuel
Hernandez, CINVESTAYV). Detection was done using horseradish
peroxidase-linked anti-mouse or anti-rabbit immunoglobulins and the
enhanced chemiluminescence reagent (ECL) was obtained from
Amersham (Buckinghamshire, UK).

Results

Localization and identification of the transcriptional
silencer element in human involucrin 5' non-coding region

We have previously reported the presence of a po-
tential transcriptional silencer in the 5-NCR of the
human involucrin gene [6], Fig. 1A. To further delineate
the precise minimal sequence with silencer activity, other
constructs were generated by a deletion approach using
the p2.6CAT vector as template (Fig. 1B). The
p739CAT construct showed a significant lower activity
than the p159CAT in MHK, indicating that the negative
regulatory elements are placed upstream the nt —159
(Fig. 1B and [6]). The activity of p476CAT and
p739CAT constructs was similar, suggesting that all el-
ements located between the nt —739 and nt —476, such as
the TEFI sites reported before [16], are not implicated in
the silencer activity in our system (Fig. 1B). An addi-
tional set of deletions (from nt —476 to —159, Fig. 1B)
defined at least two additional regions that could con-
tain sequences recognized by repressors (—386 to —335
and —276 to —226). Interestingly, the region between nt
—276 and —226 contains an AP-1 site [6], which has an
intrinsic negative activity when is cloned in front of a
heterologous promoter [28].

Using DNase I footprinting assays, we previously
described a region from nt —386 to —335 that was dif-
ferentially protected using nuclear extracts from MHK
or nuclear extracts from calcium induced HK [6]. This
region contains a consensus sequence for the transcrip-
tional factor YY1, recognized as a repressor for several
cell and viral promoters [29-31]. This fragment by itself
(—386/-335) shows a strong repressor effect over the
proximal enhancer promoter (PEP) in p386A335CAT
construct with an 80% decrease in CAT activity in
MHK. The activity is similar between p386A335CAT
and p386CAT (Fig. 1B), suggesting that the major (or
most important) negative elements reside in the com-
plete 52 bp fragment. As shown in Fig. 1B, the shorter
fragment cloned into the construct p356A335CAT
shows an incomplete repression over the PEP, pointing
out that some additional elements contained in those
52bp and missing in this construct are necessary for
negative regulation. Thus, this result indicates that the
52bp fragment comprised between nt —386/—335 con-
tains a silencer element (SE).
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Fig. 1. Localization of the human involucrin silencer element. (A) Schematic representation of the 5’ non-coding region (5-NCR) from human
involucrin (Hi) gene showing the regulatory domains and the TATA box. (B) Different deletions (left) in the Hi TS region were performed by PCR
and the transcriptional activities (right) for these constructs were determined after transient transfection assays in HK (6 pg of DNA, harvesting 48 h
after transfection). The CAT activities relative to the silencer-less plS9CAT construct were normalized by protein content and were obtained from at
least three independent experiments. SEM is indicated. Plasmids are named based on the 5 nt position from the transcriptional start site (—1/+1,
broken arrows). Transcriptional factors interacting within the TS and PEP are indicated.

Oct-2 role in silencing human involucrin expression

Previously, we identified several DNase I HSs within
the silencer region of the Hi promoter [6]. A clear pro-
tection on nucleotides —387 to —317 (H4 footprint) was
observed and the binding of relevant transcription fac-
tors to this region was confirmed by EMSA. To identify
the potential transcription factors that might be gov-
erning the silencer activity of this region, we first per-
formed mutations that prevented YY1 binding (at nt
—384) in the complete 5-NCR context. No detectable
changes in activity were found in functional assays (data
not shown). Computer analysis of this region [32]
showed the presence of several potential octamer-bind-
ing sites within the —386/—335 fragment. Synthetic oli-
gonucleotides containing the complete or partial
sequences (Fig. 2A) were used to identify the associated
nuclear factors by standard EMSA. Several protein
complexes were observed using nuclear extracts from
MHK. The specificity of DNA-protein interactions
was tested by pre-incubating the nuclear extracts with a
200-fold molar excess of unlabeled homologous or

heterologous competitors (Fig. 2B). For OL50 a specific
competition complex I was observed using the consensus
octamer-binding site (Oct-1 oligonucleotide, Material
and methods). The same molar excess of the mutated
octamer version, Oct-1M, or Spl competitors did not
affect the complex I. Reverse competition using Oct-1
as end-labeled probe and OLS50 (Fig. 2B, right) as
competitor confirmed that octamer-binding factors are
specifically interacting within this fragment. The oligo-
nucleotides containing shorter sequences, OL40 and
OL30, were tested in competition assays as done with
OLS50, demonstrating that Oct family factors are inter-
acting within this region even in the shorter OL30 oli-
gonucleotide. Only an Oct-1 oligonucleotide (and not
Oct-1M) efficiently abolished the formation of the
complex I. Based on the intensity of this complex and
competition behavior it seems that OL30 has a de-
creased affinity for the nuclear proteins because of its
size. Taken together these data suggested that OL40 is
the minimal sequence that contains the necessary space
for the optimal complex I formation. The POU domain
proteins show high flexibility in the octamer motifs
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Fig. 2. Oct-2 transcription factor is binding to the SE. (A) OL50 oligonucleotide (complete SE) and the oligonucleotides OL40 and OL30 were
used for competitive gelshift assays (B) with 5 pug of total nuclear extracts from MHK and a 200-fold excess of indicated non-labeled competitor.
(C) Gel super-shift assays were performed by incubating the indicated oligonucleotides with total nuclear extracts from MHK in the absence (-)
or presence of 4 ng of anti-Oct-2 or anti-p53. Black arrows: otamer associated complex; open arrows: Oct-2 super-shifted complex. (*) Free probe.

recognized for binding, the more degenerated the core
sequence is, the more important the flanking bases are
for the affinity and the specificity of the binding [33,34].
Additionally, cross-competition was present between
OL30, OL40, and OL50 indicating that the same protein
recognizes all three sequences (data not shown).

Other reports have implicated POU domain factors
as repressors of the involucrin gene [17,18]. Co-trans-
fection with several Oct-2 isoforms specifically repressed
the activity of the complete 5-NCR [17]. In order to

identity if Oct-2 is the specific-octamer-binding protein
that interacts within the SE, gel super-shift assays were
carried out using nuclear extracts of HK. The appear-
ance of a super-shifted complex only after addition of an
anti-Oct-2 antibody to the binding mixture confirmed
that the octamer sequences in OL40, and OL50, corre-
sponded to the core-binding site for the Oct-2 tran-
scription factor to this region (Fig. 2C). OL50 did
not show any super-shifted complex when it was tested
with an anti-Oct-1 antibody (data not shown). One
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Fig. 3. Loss of complex I binding to OL50 correlates with loss of transcriptional repression. (A) Mutated silencer fragments with 4-bp substitution for
each octamer sequence (o,  or 8, see Materials and methods) were inserted in p15S9CAT vector. MHK cells were transfected with 6 pg of each vector.
Activities are expressed as in Fig. 1. (B) OL50BM probe was generated and labeled by PCR and tested in gelshift assays with nuclear extracts from

MHK.

additional oligonucleotide containing the sequences
from nt —386 to —370 (sequences left to OL50) was used
in gel shift and gel super-shift assays and even when
several complexes were observed Oct-1 or 2 antibodies
did not produce a super-shift (data not shown).

All together, the results obtained by EMSA, along
with our previous deletion analysis of the SE element,
support the idea that Oct-2 is binding between nt —372
and —335. To further evaluate the specificity of Oct-2
binding, several mutations in all possible octameric se-
quences present in p386A335CAT construct were gen-
erated. In each octamer, four bases were mutated based
on previously reported data [35] as shown in Fig. 3A.
The silencer activity of the (-mutant construct
PBM386A335CAT was dramatically affected displaying
a robust activity even higher than p159CAT (Fig. 3A).
This study underscored the significant contribution of
the nucleotides —365, —364, —359, and —358 in the oc-
tameric core sequences to the silencer activity. In addi-
tion, these specific nucleotides in the B-octameric core
are necessary for Oct-2 binding to the DNA; since loss
of integrity among this sequence clearly prevented the
formation of complex I (Fig. 3B). Mutations in the o-
octamer did not show any changes in the formation of
the complex associated with Oct-2 (data not shown) and
its effect on silencer activity was discrete. Mutations in
the octamer have an even more moderated effect on the
formation of complex I. All these data suggest that the
sequences of the B-octameric core are bona fide Oct-2-
binding elements within the SE that might control the
silencing of the involucrin gene. The identification of
these sites is a very important step in understanding the
molecular mechanisms underlying involucrin-specific
gene expression.

SE activity changes during differentiation process in
human keratinocytes

The existence of spatio-temporal changes in the ex-
pression levels and distribution patterns of several
transcription factors after differentiation induced by
calcium has been largely described [13,36-39]. Changes
induced by a rise in calcium concentration in cultured
keratinocytes resemble several aspects of the in vivo
epidermal differentiation [6,13,28,39,40]. The human
involucrin gene becomes activated during keratinocyte
differentiation, this is why in order to analyze if the
activity of the SE element is stimulated during calcium-
induced keratinocyte differentiation we transfected
p159CAT, p386A335CAT and the construct containing
the complete 5-NCR, p2.6CAT in MHK and treated
after transfection with 2mM CaCl,. The results ob-
tained showed a robust increase in the activity of the
constructs in which the SE is present and repressing the
PEP (p386A335CAT and p2.6CAT) after differentiation
(Fig. 4A), when compared to the activity observed in
undifferentiated cells (Fig. 1B). The construct containing
the complete Hi 5-NCR, fully responsive to calcium
(p2.6CAT) duplicated its activity whereas PEP activity
(p159CAT) did not change as previously described [6].
To analyze whether the changes in the transcriptional
activity of the SE element during calcium-induced dif-
ferentiation were also correlated with a differential in-
teraction of transcription factors to these sequences we
performed gel-shift assays with the complete SE se-
quence (OLS50). Significant differences on the protein
complexes I and II interacting to the OL50 oligonu-
cleotide were observed along keratinocyte differentia-
tion. Nuclear extracts obtained from HK treated with
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Fig. 4. Activity of the SE in calcium-induced keratinocytes. (A) Indicated constructs were transfected in MHK (6 pg of plasmid DNA), cells were
treated or not with 2mM CaCl,, 24 h post-transfection, and harvested 48 h post-treatment. Results are expressed as fold activation relative to the
activity of each reporter without treatment. (B) Nuclear extracts from HK (5 pg) untreated and treated with CaCl, by the indicated times were
obtained and used in EMSA with oligonucleotides OL50 (SE), Oct-1, and NF-1. Changes in complexes I, 11, and III are noticed for both oligo-
nucleotides (open arrows). (C) Western blot using nuclear proteins (15 pg) from HK treated or not (-) with 2mM CacCl,, C33-A and HeLa cells used
as a positive control was revealed with anti-Oct-2 or anti-Oct-1 antibodies. Arrows indicate the 90 kDa Oct-1 protein and 49 and 56kDa Oct-2
isoforms reported before as present in HeLa cells [55]. (D) Western blotting using total protein extracts (22 pg) from HK with or without calcium and
epidermis used as a positive control for involucrin; Hi arrow indicates the 120 kDa involucrin form usually detected in epidermis. Actin detection was
used as control. Molecular mass markers shown on the right side.
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calcium and harvested starting 8 H after the change in
calcium concentration in cell culture media, showed an
decrease in the Oct-2 complex with OL50 or Oct-1
consensus oligonucleotide as well (Fig. 4B). To assess
that these observed changes were not due to a degra-
dation or loss of stability of the proteins present in our
nuclear extracts, as control we used the same extracts
with an NF-1 consensus oligonucleotide, in which on the
contrary, the appearance of stronger protein complexes
was observed during differentiation. This regulation is
concordant with a differential expression in Oct-2 that
can be noticed by Western blotting of nuclear proteins.
Fig. 4C shows that Oct-2 levels decreased as cells are
treated with calcium, but Oct-1 protein remains stable.
As expected, involucrin immunodetection shows a higher
expression of the protein after the calcium-induced dif-
ferentiation process (Fig. 4D).

We then decided to further investigate the effect of
Oct-2 on the specific activation of the Hi 5-NCR after
calcium-induced differentiation. We co-transfected the
p2.6CAT and p159CAT constructs with a plasmid ex-
pressing Oct-2.5 reported as the most active Oct-2 iso-
form in repressing the complete involucrin 5'-NCR [17]
and after co-transfection we induced the cells to differ-
entiate with calcium (2mM). Only p2.6CAT responds
positively to calcium induction but its endogenous ac-
tivity and its response to calcium are repressed in the
presence of Oct-2.5 (Fig. 5A). Recovery of the complex |
after calcium induction was observed in nuclear extracts
only when Oct-2.5 was overexpressed (Fig. 5B). All to-
gether indicate that the overexpression of Oct-2.5 was
sufficient to repress the activation of the Hi 5-NCR even

in the presence of calcium, resembling the conditions in
which an activation of the p386A335CAT was observed
(Fig. 4A), indicating a potential specific-role for Oct-2
factors in regulating Hi expression.

In order to obtain additional information about the
silencer and its binding proteins, we transfected the
pl59CAT and p386A335CAT constructs in C33-A cells.
In this system, the activity of p386A335CAT was 75%
lower than the activity of pl59CAT (PEP element
alone), resembling what is happening in keratinocytes.
In contrast, when we transfected fibroblasts with the
same constructs, their activity was practically the same,
indicating an epithelial cell-specific silencing activity
(Fig. 6A). To test the effect of Oct-2 overexpression, we
co-transfected the involucrin gene constructs with the
Oct-2.5 expression or empty vectors. In epithelial C33-A
cells, repression was reinforced only in the presence of
the SE (p386A335CAT construct is over 66% less active
under Oct-2.5 overexpression). Oct2.5 co-transfection
with p159CAT in C33-A did not affect reporter gene
activity (Fig. 6A) and also Oct 2.5 did not affect the
plasmid activities in fibroblasts. Nuclear extracts from
the same cells were prepared and tested with OL50 in
EMSA. Complexes I, II, and III are present in both
C33-A and MHK, but complex I is less evident in fi-
broblasts, indicating that in this cell type Oct-2 shows a
different binding affinity or it might require to interact
with proteins not expressed in fibroblasts (Fig. 6B).

These data strongly suggest that the SE eclement
maintains the involucrin gene silent in multiplying hu-
man keratinocytes and in other cells that do not express
involucrin. Oct-2 binding to the SE in an orchestrated
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Fig. 5. Oct-2 over-expression repressed the involucrin 5-NCR and counteracts against the positive effect of calcium. (A) MHK were co-transfected
with the reporter plasmids plS9CAT (open bars) and p2.6CAT (black bars) in combination with the plasmid expressing the Oct-2.5 mice-isoform (+)
or pJ7 empty vector (—) (2.5 ug each). After transfection, cells were induced to differentiate with calcium when is indicated. (B) MHK transfected with
Oct2.5 (+) or the empty vector (—) were treated or not with calcium and harvested 72 h post-transfection to obtain nuclear extracts tested in EMSA

with OL50. (*) Free probe.



E. Azuara-Liceaga et al. | Biochemical and Biophysical Research Communications 318 (2004) 361-371 369

A C33-A EPITHELIAL CELL LINE MRC-5 FIBROBLASTS
_. 180 d 180 o
=
S 1604 p159CAT [] 160 o
& 3sea3sscat Il
T 140+ P 140 o -
‘6 120 120 =
2
> 100 = 100 o
E
= 80+ 80 o
5
< 60m 60
w
Z 404 40 o
<
o 204 20 o
'3
0= 0
ocT-2 = + = + -+ = +
B Probe Oct-1 OL50
w wn
2 2
3 2 3 2
o © o ©
£ ] £ 35
8 ¢ ¥ 8 ¢ §
s & 8 ©& 2
Celltype ¥ & © ¥ & O

Fig. 6. Oct-2 represses the involucrin promoter depending on the ep-
ithelial cells environment. (A) C33-A and fibroblasts were co-trans-
fected with the reporter plasmids pl5S9CAT (open bars) and
p386A335CAT (black bars) in combination with the plasmid express-
ing the Oct-2.5 mice-isoform (+) or pJ7 empty vector (—) (2.5 pug each).
Reporter gene activity calculations are from at least three independent
experiments, harvested 48h post-transfection. (B) Nuclear extracts
(5pg) from the same cell lines transfected were obtained and tested
with either the oligonucleotides Oct-1 or OL50. Changing complexes |
and II are indicated on the right side.

manner with still unidentified transcription factor(s)
seems to have a crucial repressor role for the regulation
of human involucrin gene transcription.

Discussion

In this report, a deletion analysis was employed to
localize a silencer element (SE) that may be responsible
for maintaining human involucrin gene in low tran-
scription levels in multiplying keratinocytes. We also
show here that Oct-2 recognized specifically the octamer
sequence located between nt —376 and —335, binding
that is essential to repress the Hi proximal enhancer
promoter activity in epithelial cells. Oct-2 binding seems
to be regulated along the differentiation process; there
are important changes in Oct-2 complex I formation and
protein detection after calcium-switch.

Oct-2 is not activated from a pre-existing inactive
form; rather the Oct-2 mRNA and protein are synthe-
sized in neuronal and B-cells, but not in most other cell
types. Two important aspects about Oct-2 cell-specific
regulation are its interaction with another B-cell-specific
factor, OCA-B, and the possible differential regulation
through cell-specific alternative splicing [21,41-43]. In-
terestingly, the Oct-2 protein plays a predominantly in-
hibitory role in neuronal cells by repressing the
expression of artificial promoters containing an inserted
octamer motif [44], the Herpes simplex virus immediate-
early genes [45], the Varicella Zoster virus immediate
early gene 62 promoter [46], and the cellular tyrosine
hydroxylase promoter [47]. In this regard, it is of interest
that while Oct-2 acts as an activator of immunoglobulin
gene expression in B-cells, in neuronal cells Oct-2 ap-
pears to repress several genes. Such difference may be
attributable to a tissue-specific isoform or association of
Oct-2 with another neuron-specific protein which allows
it to exhibit a repressive activity.

Oct-2-binding activity has been reported to decrease
in after 48h of calcium-induced differentiation in ke-
ratinocytes, suggesting an involvement of Oct-2 in the
regulation of Ca-induced genes [48]. Oct-2-binding ele-
ment within the SE might control the silencing of the
involucrin gene. The identification of this site is a very
important step in understanding the molecular mecha-
nisms underlying involucrin-specific gene expression be-
cause it has previously been reported that several
octamer-binding transcription factors including the Oct-
2 factor can repress the involucrin gene promoter in
keratinocyte cells, but not specific elements that were
associated with such effect [18]. Oct-2 factor exists in
several different cell-type-specific isoforms with distinct
activating or inhibiting effects on gene expression; at
high concentrations each Oct-2 isoforms can inhibit the
involucrin promoter in keratinocytes [17]. In other cell
types however, all three isoforms activate the involucrin
promoter. Furthermore, we notice that Oct-2/SE as an
isolated element is differentially responsive in fibroblasts
or keratinocytes, suggesting that additional protein—
protein cell-type-specific interactions may be required
for silencing.

Coincident with the higher expressions of both the
involucrin and transglutaminase genes there is an in-
crease in the intracellular calcium level [49]. Extracellu-
lar calcium raises the intracellular calcium [50] and
stimulates keratinocyte differentiation [51]. The expres-
sion of the involucrin mRNA in human keratinocytes is
induced by calcium in a time- and dose-dependent
manner [52,53] important for directing the tissue-specific
expression of the involucrin gene in keratinocytes. The
mRNA levels of both involucrin and transglutaminase
are induced by elevated calcium in the culturing medium
[52,54]. The increase in mRNA level is due at least in
part to an increase in transcription; therefore, calcium is
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important for the transcriptional regulation of differen-
tiation markers such as involucrin. The same group had
characterized the presence of calcium-dependent ecle-
ments within involucrin gene, reporting that calcium-
regulated involucrin gene expression is mediated at least
in part by AP-1 transcription factors. Several important
changes in SE associated proteins were observed here
after calcium-switch, significantly the abolishment of the
Oct-2 complex I formation and the activation of the
human involucrin 5-NCR by overexpression of Oct-2.5
even in the presence of calcium. These data are indi-
cating a potential specific-role for Oct-2 factors in reg-
ulating involucrin expression, however the presence of
additional factors seems to be necessary. All together,
our findings suggest a combinatorial input between the
Oct-2 transcription factors and cell-type-specific co-
factors or activators as AP-1, in conferring a specific
regulation of the human involucrin gene expression
during the differentiation process induced by calcium.
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INTRODUCTION

Arsenic, a ubiquitous element, has represented a human heath concern for centuries. The
contamination of water supplies with this element has resulted in a very high incidence of skin

Exposure to arsenic (As) is associated with an increased incidence of skin pathologies as
hyperkeratosis and cancer. As effects include genotoxicity, cell-proliferation changes,
alterations in DNA repair and methylation patterns. Proliferation and differentiation coordinated
expression of structural and regulatory proteins, is probably lost in arsenic-associated-skin
pathologies. We evaluated whether the changes in epithelial cells including human keratinocytes
after arsenic exposure, are mediated through modifications in the activity of the tumor
suppressor p53, a potent mediator of responses against genotoxic damage, and a pivotal
proliferation-controller. We tested if arsenic modulates the abilities of p53 as a transcription
factor in epithelial cells treated with, increasing concentrations of sodium arsenite for up to 24h.
DNA-binding assays were performed using a p53-consensus sequence. A time and dose-
dependent response in p53-DNA binding occurs under arsenic exposure, favouring the notion
that p53-regulated genes are important to understand modifications in the proliferation-
differentiation balance severely impaired during skin carcinogenesis.
lesions and cancers as demonstrated in a large amount of epidemiologic studies (Vega et al.
2001). Benign skin lesions related to chronic arsenic exposure act as early warning signals,
including hyperpigmentation and hyperkeratosis (Chen et al. 1985). The molecular mechanisms
underlying arsenic carcinogenicity have begun to be explored, noticing exposure-associated
effects over genotoxicity, cell proliferation changes and altered DNA repair, but the exact
mechanism in cancer development is still poorly understood (Tondel et al. 1999).

In response to genotoxic stress and DNA damage, the levels of the tumor suppressor protein
p53 are increased (Colman et al. 2000). This protein mediates genotoxic stress responses and
has been regarded as a key element in maintaining genomic stability (Appella and Anderson
2001). There is controversy of the pathways involved in p53 activation, although Serl5 p53
phosphorylation through the DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) is critically involved it
its interaction with the transcriptional machinery (Woo et al. 1998). Phosphorylated p53
accumulates in the nucleus and transactivates a number of key genes involved in DNA repair
processes and cell proliferation.

Our current knowledge of p53 response after arsenic exposure is variable. Depending on cell
type, previous p53 stage and timing responses are different (Salazar et al. 1997; Hamadeh et al.
1999; Hamadeh et al. 2002; Hernandez-Zavala et al. 2005). Particularly, the role of p53 as gene
activator has been barely explored. In this contribution, we characterized the biological DNA
binding activity of this transcription factor when epithelial cells are exposed to sodium arsenite
in varying times and doses. We found marked differences in p53-DNA binding depending on
the dose and exposure periods.



MATERIALS AND METHODS

Primary Keratinocyte Cultures.

Primary cultures from neonatal human foreskin keratinocytes were obtained as described before
(Pirisi et al., 1987) and grown in KSFM medium (Life Science Technologies), with the
appropriate antibiotic mix at 37 °C in a 5% CO, atmosphere. Cultures medium was replaced
every 2 days.

Cell lines culture and cell proliferation assay.

HeLa cells (HPV18 positive adenocarcinoma derived cell line) and C33-A (HPV negative
cervical carcinoma derived cell line (Yee et al., 1985) were routinely cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen Gaithersburg, MD) supplemented with 10% fetal
calf serum, with the appropriate antibiotic mix at 37 °C in a 5% CO, atmosphere. Culture media
was replaced every two days.

Cell viability was measured by the MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) reduction assay, performed as first described by Mosmann
(Mosmann, 1983). After incubation of the cells with the MTT reagent (1mg/ml) for
approximately 4 h, an isopropanol: HCI solution was added to lyse the cells and solubilize the
colored crystals. The samples were analyzed with an ELISA plate reader (wavelength of 630
nm) Opsys MR (Dynex Technologies).

Arsenic Treatment.

An aqueous sterile stock solution of sodium arsenite (10 mg/ml) was prepared and appropriate
volumes were diluted to obtain the desired final concentrations. Cultures were approximately
80-85% in confluence when treated with various concentrations of sodium arsenite (0.1, 0.5,
1.0, 1.5, 5 uM) for 30 min or 24 h.

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA).

Nuclear extracts were prepared as described previously (Lopez-Bayghen et al., 1996). All
buffers contained complete protease inhibitor cocktail (Boehringer-Mannheim) to prevent
proteolysis. Protein concentration was measured by the Bio-Rad protein assay system. Nuclear
extracts (15-20 ug) from epithelial cells were incubated on ice with 1 pg poly (dI-dC) as non-
specific competitor (Pharmacia Biotech) and 1 ng of 3?P-labeled double oligonucleotide
corresponding to the p53 response elements identified in p53-regulated genes as p21 (Gohler et
al., 2002), for 10 min (5’-CTAGTACAGAACATGTCTAAGCATGCTGGGGACT-3’) or the
AP-1/SV40 probe (5’-CTAGRATAATATGACTAAGCTGTG-3"). The reaction mixtures were
electrophoresed in a low ionic strength 0.5x TBE buffer in 7% polyacrylamide gels. The gel was
dried and exposed to an X-ray film.

For competitive studies, the reaction mixtures were preincubated with different amounts of
indicated unlabeled competitor oligonucleotides, including the oligonucleotide SP1 (5’-
CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA -37%), as a heterologous competitor, before adding
labeled DNA.



RESULTS

Changes in p53 levels are associated with arsenic exposure in several cell lines. As a
transcription factor, one of the first activities performed by p53 after genotoxic or stress damage
is to activate the transcription of several downstream promoter targets such as p21 (Kim, 1997;
Liu et al., 2003; Saramaki et al., 2006). In order to do so, its ability to recognize a specific DNA
sequence in DNA is dramatically increased both through phosphorylation and its nuclear
accumulation. Using the p53 recognition sequence from p21 promoter as a probe, we explored
p53-DNA binding activity after arsenic exposure. In Figure 1 a comparison of the protein-DNA
complexes obtained when a p53-labeled probe is tested with nuclear extracts obtained from
three different epithelial cells: primary human keratinocytes and the cervical derived C33-A and
HeLa cell lines is shown. As can be noticed, the same upper complex is coincident in the three
epithelial sources tested, albeit at different abundance. Competition experiments shown in panel
B of the same Figure, confirmed the specificity of the p53 complex. Furthermore, we have
recently corroborated the identity of this complex in human keratinocytes by immunoEMSA
(Sandoval, unpubl).

A B

COMPETITOR
? é" ‘;@ AN
&L &L

<= p53 <= p53

Figure 1. DNA binding comparison in epithelial cells. Complexes obtained using nuclear extracts from
normal primary human keratinocytes, C33-A or HelLa carcinoma cells and p53 **P-labeled probe (Panel
A). Complex denoted as p53 (arrow) is the only constant complex obtained when different cell batches
were tested and also is the specific complex not affected by heterologous competitors as SP-1 (Panel B).
FREE, labeled probe alone.



We decided to characterize p53 complex in C33-A cells since in this system, a mutated version
of p53 is expressed at higher levels than in HeLa cells. The point mutations present in the p53
version of C33-A cells result in an amino acid change of Arg -* Cys in codon 273 and it is not
involved in the protein-DNA interactions (Scheffner et al., 1991).  Responses to As are varied
and occur at different regulatory levels. As a first approach we exposed C33-A cells to As for
different time periods, using a fixed concentration of 1.5 uM. This concentration was used
since it that has been reported to be equivalent to that present in drinking water in areas where
people are endemically exposed (Germolec et al., 1998; Tseng et al., 1968). As depicted in
Figure 2, As treatment causes a rapid increase in p53-DNA binding, augmentation that not only
it is not sustained, but it is even decreased as compared to control levels after 12 h and continues
to lower after 24 h of exposure (60% of original non-treated control, Panel B), raising the
possibility of a cytotoxic effect. In order to rule out this possibility, we decided to expose C33-
A cells to increasing As concentrations for 24 h and test cell viability by a cell
proliferation/MTT assay. The results are presented in panel C of Figure 2. No significant effect
of As in terms of cell viability was found. It is interesting that the As effects over p53 are
different in the short than the long time.
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Figure 2. Sodium arsenite exposure changes p53 DNA binding. C33-A cells (90% confluent) were
treated with/without sodium arsenite for indicated times and the indicated final concentrations. After
treatment completion, cells were harvested and processed for nuclear extracts. Equal amounts of nuclear
protein (20 ng) were used in DNA binding and resolved in non-denaturing gels. A typical
autoradiography is shown (panel A) together with plotted densitometryc data (panel B) reflecting the
complex intensity. Panel C, C33-A cells viability was assessed by the MTT method, cells were treated
with indicated sodium arsenite doses for 24 h, differences are not significative when compared with
control in all cases (Student’s t-test p<0.005). CONTROL, non-treated cells. FREE, probe without
nuclear protein added.
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Figure 3. Comparison of effects induced by increasing concentrations of sodium arsenite in p53 DNA
binding between short and long exposure times. Cells were treated with increasing sodium arsenite doses
for 24 h (Panel A) or for 30 min (Panel B). Exposure time in autoradiography was different between
panel A and B in order to obtain an image in which differences with control extracts were better
appreciated. Panel C, densitometryc analysis of p53 complexes for both times are plotted (data from four
independent quantifications). Panel D, same nuclear extracts obtained with cells treated with the highest
concentration were used to test AP-1 binding by using an AP-1/SV40 *P-labeled probe.

To characterize these differences, we exposed C33-A cells to increasing As concentrations
for 30 min or for 24 h (Figs. 3a, b respectively). As clearly depicted in the upper panels of
Figure 3, long term exposure results in significant decrease in p53-DNA binding activity that
has already reached its maximal level at a rather low As concentration (0.1 uM). In contrast, 30
min of As treatment results in a sustained, dose-dependent increase in p53-DNA binding



activity, that it is not saturated even at 1.5 uM. A detailed comparison of this effect is presented
in panel C of Figure 3. Even at low As concentrations, after a while the constant presence of
this element maintains p53 unable to bind DNA. Other transcription factors are also activated by
As exposure; one of them is AP-1 (c-jun/c-fos). This factor has been widely reported as one of
those activated by As in different cell types (Burleson et al., 1996). As a control we show the
complexes associated with AP-1 transcription factor in C33-A cells, using the very same nuclear
extracts tested with p53 and the very well characterized AP-1/SV40 probe (Fig. 3d). Clearly,
As effect in this case is quite different after 24 h exposure, As induced a strong AP-1 binding,
providing evidence that a particular series of events is governing the lowering in p53 binding
after a long and continuous exposure to As. These results strongly suggest that a biphasic effect
in terms of signal transduction pathways is present upon As exposure, leading in the long term
to a decrease in p53-DNA binding activity that might reflect either a degradation of p53 or an
export from the nucleus.

DISCUSSION

Although As is a well known human carcinogen, and that the number of individuals chronically
exposed to this element is elevated, the molecular mechanisms by which As induce cellular
transformation is far from being deciphered. Mutations that inactivate or alter the function of
p53 are present in different human cancers. Mutations in the p53 gene have been similarly
detected in a high percentage of colon, breast, lung, brain, and esophageal human cancers
(Nigro et al., 1989). When cells are under several kinds of stressors, controlling what happens
next mostly relies in p53 activation. It is tempting to speculate that in the short term, p53 is
activated in response to As-dependent DNA damage, most likely through Serl5
phosphorylation via DNA-PK resulting in the documented dose-dependent augmentation of the
p53-DNA complex (Fig. 3, aand c¢). In contrast, in the long term, the decrease of the p53-DNA
complex (Fig. 3b) might be the result of a MDM-2 induced p53 nuclear export and degradation.
This interpretation is favored by the fact that the mdm-2 gene is transcriptionally activated by
p53 (Moll and Petrenko, 2003). This model implies that As-dependent p53 activation drives the
transcription of its target genes including p21, cyclin D1, PTEN and mdm-2 among others
(Rocha et al., 2003; Stambolic et al., 2001).

The majority of the transcription factors studied thus far, harbor as a primary property a
DNA binding ability that may be changed by several parameters for example, the factor
abundance, changes in affinity, competition for binding, sequestration outside the nuclear
compartment, etc. Therefore, as a closing approach it is important to characterize if the overall
DNA binding is affected under stress conditions like As exposure.

CONCLUSION

The results presented herein, call for an important role for p53 in the signaling events triggered
by the continuous exposure to As. Moreover, provide a molecular platform in which the
pathological effects of As in epithelial cells can be ascertained. Work currently in progress in
our laboratories is aimed at this objective. In epithelial cells, responses to As damage seem to be
different depending on cell previous stage.
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RESUMEN

El arsénico inorganico es un compuesto cancerigeno para el hombre cuyo efecto varia dependiendo del
tiempo de exposicion, de la concentracion y del tipo celular en cuestion. Nuestro objetivo fue explorar los
efectos del arsénico sobre la proliferacion y la diferenciacion en cultivos secundarios de queratinocitos
humanos. La activacion de p53, la disminucion de ciclina D1 y el incremento en la expresion de involucrina
coinciden con una induccion de la diferenciacion celular en los queratinocitos humanos normales expuestos al
arsenito de sodio. Asi mismo, hay activacion de PKB/AKkt que correlaciona con un incremento en la actividad
de unién de p53 al ADN. Los efectos del arsenito de sodio en la activacién de p53 parecen desencadenar un
proceso de diferenciacién celular en este sistema epitelial.

1. INTRODUCCION

El arsénico es un metaloide carcinogénico para el hombre® y uno de los compuestos téxicos de mayor
importancia en nuestro pais. La principal via de exposicién a este metaloide es la ingesta de agua proveniente
de subsuelos ricos en depositos minerales, que deriva en serios problemas de hidroarsenicismo crénico en los
habitantes y en un serio problema de salud publica en diversas regiones del mundo. La exposicion cronica al
arsénico se asocia con multiples alteraciones en diferentes 6rganos como la piel, el pulmon y el higado y con
el desarrollo de enfermedades neuroldgicas y diabetes. Frecuentemente, la exposicién crénica al arsénico se
manifiesta en alteraciones epiteliales como hipocromias, hipercromias, hiperqueratosis y lesiones ulceradas®.
Las lesiones pre-malignas como las queratosis arsenicales son el reflejo de células epiteliales (queratinocitos)
que muestran alteraciones en los procesos de proliferacion y diferenciacién celular, comprometiendo el
desempefio de su funcion y conduciendo al desarrollo de cancer epitelial. Estudios epidemioldgicos han
demostrado una asociacién entre arsénico y carcinomas epiteliales como el de células basales, el escamoso y
la enfermedad de Bowen (carcinoma de células escamosas in situ). Un aspecto esencial es analizar los
mecanismos moleculares por los cuales el arsénico induce alteraciones en los procesos epiteliales.

El gen p53 es un supresor tumoral cuya activacion ocurre al haber dafio al ADN ocasionado por radiaciones,
sustancias quimicas e incluso especies reactivas de oxigeno. Se ha demostrado su participacion en procesos



tales como la reparacion del ADN y la muerte celular programada. Estos agentes incrementan los niveles de la
proteina p53, induciendo la inhibicién del ciclo celular en el borde G1/S y de la sintesis del ADN% % % ¢,
Cuando las células se someten a estrés genotdxico los mecanismos celulares que monitorean la replicacion del
ADN se alteran afectando la segregacion de los cromosomas y la division celular. p53 se acumula en el
nlcleo y es activado como un factor de transcripcion que modula la expresion de mas de 150 genes, entre los
que se encuentran: p21WAF, GADD45, MDM2, IGFBP3 y BAX 8 Estos genes median un arresto celular en
dos puntos de vigilancia, en Gy, cerca del borde de la fase S, 0 en G,, antes de la mitosis.

En este trabajo reportamos un efecto del arsenito de sodio en la activacion de p53 y por ende en los procesos
de la proliferacion y diferenciacion celular usando queratinocitos humanos normales. La proteina ciclina D1
se considerd un marcador de la proliferacion celular, mientras que la proteina involucrina humana como un
indicador de diferenciacion epitelial. Se estudiaron los mecanismos moleculares que regulan la actividad de
unién de p53 al ADN y su relacion con la activacion de cinasas que regulan la proliferacion como PKB. La
correlacion de estos datos nos lleva a pensar en un papel primordial de p53 como amortiguador esencial de los
efectos del arsénico.

2. MATERIAL Y METODOS

Cultivos Celulares. Los cultivos primarios de queratinocitos (QHN) fueron obtenidos de prepucios de nifios
recién nacidos, se crecieron en medio Keratinocyte-SFM (K-SFM Life Technologies, Inc), con 50 mg/It de
extracto de pituitaria bovina, 5 pg/lt de factor de crecimiento epidermoide (EGF), 100 mg/ml penicilina-
estreptomicina y gentamicina en una atmdsfera de CO, al 5%. La induccion de diferenciacion se realizo con
cloruro de calcio CaCl, 2mM durante 24 h.

Genotoxicidad. La evaluacion del dafio genotoxico se realizé mediante la técnica de microndcleos por
bloqueo de citocinesis con citocalasina B®. Los cultivos QHN (confluencia del 85%) fueron tratados con
citocalasina B (2mg/ml) y con diferentes concentraciones de arsenito de sodio (0.5, 1.0, 1.5 uM), durante 24h.
Las células fueron tripsinizadas y fijadas con 600ul de solucion fijadora (metanol y &cido acético, 3:1). Se
centrifugaron y se resuspendieron en solucién fijadora. El resuspendido se depositd en laminillas que se
tifieron con eosina y azul de metileno. La evaluacién del dafio genotoxico se realizd6 mediante el conteo al
microscopio 6ptico de 1000 células binucleadas, por duplicado, de dos experimentos independientes y
analizando en cada una de las células binucleadas la presencia o ausencia de micronicleos.

Ensayo de Inmunodeteccion en fase sélida. Los QHN (confluencia del 85%) se expusieron a diferentes
concentraciones de arsenito de sodio (0.1, 0.5, 1.0 y 1.5uM, tiempos indicados). Las células fueron
cosechadas y las pastillas se resuspendieron en RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EGTA 1 mM, NaCl 158 mM,
NaF 25 mM, NgVO; 1 mM, MpMO4 1 mM y PMSF 1 mM) para obtener los extractos totales. La
concentracion de proteina total fue determinada mediante el método de Bradford. Cantidades normalizadas de
extractos totales en solucion de carga (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8, SDS 6%, 2-mercaptoetanol 300mM, azul de
bromofenol 0.3% y glicerol 30%) se hirvieron y fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 10% en condiciones desnaturalizantes. Los geles se transfirieron a membranas de
Polivinilideno di-fluoruro (Bio-Rad). Los sitios irrelevantes se cubrieron por incubacién de las membranas a
una solucion de blogueo (leche descremada 5%, Tween-20 0.1% en TBS). Posteriormente las membranas se
expusieron a los anticuerpos anti-p53 (sc-126), anti-ciclina D1 (sc-717), anti-involucrina (sc-21748), anti-p-
AKT (sc-7985), anti-p-GSK-3B (sc-11757) y anti-p-actin (sc-32251). Las membranas se incubaron con
anticuerpos acoplados a peroxidasa y las bandas relevantes se detectaron por quimioluminiscencia (ECL,
Amersham Pharmacia Biotech).

Ensayos de Interaccion ADN-proteina. QHN en un estado de confluencia del 85%, fueron expuestos a
diferentes concentraciones de arsenito de sodio (0.1, 0.5, 1.0 y 1.5uM,) durante 24 h, y a la concentracion de
1.5uM durante diferentes tiempos. Los extractos nucleares se obtuvieron mediante la técnica descrita por .
Las células se cosecharon utilizando un tampén Tris-Dulbecco (TD) (NaCl 0.7 M, KCI 5 mM, Na,HPO, 0.8
mM, Trizma-base 50 mM pH 7.45). La pastilla celular se incub6 en buffer A (HEPES 10 mM pH 7.9, KCI 10
mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1 mM) durante 15 min, se adiciond6 NP40 10% y se agito
vigorosamente. El homogenizado se centrifugd y las pastillas obtenidas se resuspendieron en buffer C
(HEPES 10 mM pH 7.9, NaCl 0.4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM), se agitaron durante 30 min a
4 °C. Las muestras se centrifugaron y se obtuvieron los extractos nucleares. El marcaje de los
oligonucledtidos de doble cadena se realizé empleando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E.



coli . Se marcaron 100 ng de ADN en un volumen final de 10ul, donde se adiciond 1ul de cada nucleétido (10
mM de dGTP, dTTP, dCTP) y 10 uCi de dATP (aP*?), asi mismo se adicioné 1pl de buffer de marcaje TM
10X (50 mM de NaCl pH 7.6). La mezcla se incubd con 1 U de enzima Klenow (Life Technologies) por 45
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se diluy6 la sonda marcada a una concentracidn final de 1 ng/ul.
La secuencia del oligonucledtido de doble cadena empleado como elemento de respuesta para p53 en gen p21
WAF es: 5’-CTAGTACAGAACATGTCTAAGCATGCTGGGGACT-3'.

Inmunohistoquimica. Cortes epiteliales se tifieron con los anticuerpos anti-p53, anti-involucrina y anti-
PCNA, usando Peroxidasa-Estreptavidina-Biotina DAB (ImmunoDetector HRP/DAB, BIO SB, Inc, Santa
Barbara, CA). Para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena, las laminillas se trataron con 0.3 % de
peroxido de hidrégeno (H,0,) durante 15 min. Las laminillas se trataron con tampones de citrato (10 mM, pH
6) y se incubaron con los anticuerpos durante 40 min a temperatura ambiente. Se enjuagaron en tampén salino
Tris y se incubaron con el anticuerpo secundario biotina-marcada y peroxidasa-biotina-estreptavidina. Como
substrato se empleo 3,3"-diaminobenzidina tetrahidrocloride (DAB) al 0.05%. Las laminillas se contratifieron
suavemente con hematoxilina Mayer’s, fueron deshidratadas y montadas en medio de montaje Entellan
(Merck). Se examinaron bajo campos de luz Zeiss Axioscope 40 microscopio y empleando el programa
Axiovision (Carl Zeiss, Inc. Thornwood, NY), con una magnificacion de 40X.

3. RESULTADOS

El aumento de p53 correlaciona con el dafio genotoxico en respuesta al NaAsO,. La genotoxicidad
gjercida por el arsenito de sodio (NaAsO,) fue evaluada detectando microndcleos en el citoplasma de los
QHN expuestos a concentraciones crecientes de NaAsO, (Fig. 1A). Al realizar el conteo y registro de los
microndcleos observamos que a partir de la concentracion 0.5 puM, se observo un aumento pero se presenta el
mayor ndmero a una concentracion de 1 uM de NaAsO, (Fig. 1B). Nuestro siguiente objetivo fue evaluar el
efecto del NaAsO, sobre la induccidn de la proteina p53. Los resultados de la inmunodeteccién mostraron que
los niveles de p53 aumentaron en forma dependiente de la dosis; a partir de 0.1 uM el nivel de la proteina
aumentd significativamente con respecto al control (Fig. 1B).

A B Figura 1. El arsenito de sodio genera
e TR efectos genotdxicos e induce a p53 en

» ‘ aing] 7 Worowgclens QHN. A. Imagen de una célula binucleada
que contiene un micronicleo en el

3000, citoplasma (1 pM, NaAsO,, 48 h). B.

vk . . .y . ,
: Frecuencia de aparicion de microndcleos
2000

% DEL CONTROL

S registrada en 1000 células binucleadas por
® ; . ;
1000, tratamiento. Los niveles de la proteina p53
) fueron evaluados mediante
: 0 inmunodeteccién en fase sélida durante 24
h.
NT 0.5 1.0 1.5 uMm

El NaAsO, induce cambios relacionados con el proceso de diferenciacion celular en los QHN.
Observamos que el tratamiento con NaAsO, induce cambios morfolégicos en los QHN que semejan la
induccion de un estado de diferenciacion celular (Fig. 2A). Las imagenes muestran que en QHN tratados con
NaAsO, 1.5 uM el cambio morfolégico es similar al observado cuando la diferenciacién se induce con CaCl,,
2mM (Fig. 2A). Adicionalmente, realizamos ensayos de inmunohistoquimica para determinar si la expresion
de p53 esta relacionada con la diferenciacion epitelial normal y notamos un incremento en la deteccion de p53
en las mismas capas en las que se detecta la proteina estructural epitelial Hi (Fig. 2B). Considerando que Hi es
un marcador muy temprano de diferenciacion epitelial, estos datos indican una posible relacion entre p53 y la
diferenciacion epitelial. Con estos resultados en mente ahondamos en los efectos del NaAsO, sobre la
activacion de p53. Los resultados en la Fig 3A muestran que la actividad de unién de p53 al ADN es inducida
por el NaAsO, en QHN. Uno de los principales mecanismos de accion de p53 es su activacion como un factor



de transcripcion. En nuestro caso, la activacion incrementa su union al ADN pudiendo de esta forma regular
la expresion de genes blancos como p21WAF.

Se sabe que los gradientes de calcio en la epidermis tienen un papel importante en la regulacién del proceso
de diferenciacion®. El calcio podria también modular la actividad de unién de p53 al ADN en las células
epiteliales™. Cuando los QHN fueron expuestos a diferentes concentraciones de CaCl, durante 24 h, los
ensayos de union al ADN (EMSA) mostraron claramente que CaCl, favorece la union de p53 a su secuencia
consenso (Fig 3C), mismo comportamiento que se observo cuando se empled NaAsO..
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Para determinar los efectos del NaAsO, sobre proliferacién y diferenciacién exploramos estos aspectos
mediante la determinacién de marcadores como ciclina D1 e involucrina, asi como la determinacion del indice
nuclear. Otro marcador importante en el manejo de la proliferacion por parte de la célula es la activacion de la
cinasa PKB/AKT detectada en condiciones de tratamiento con NaAsO, . Los resultados de estas
determinaciones se muestran en la Tabla 1.

MECANISMO EFECTO METODO
Proliferacion celular Disminucion indice Nuclear
Ciclina D1 Disminucion Inmunodeteccién
Fase sélida
Involucrina Humana Incremento Inmunodeteccién
Fase sélida
Activacion de p53 Incremento Inmunodeteccion
Fase sélida
Complejo Incremento EMSA
p53-ADN
Cinasa PKB/Akt Activacion Inmunodeteccién
Fase sélida

Tabla 1. Efectos del tratamiento con As (1.5 uM) en QHN en cultivo (24 h).



4. DISCUSION

La valoracién del dafio genotdxico producido por el arsénico y la exploracion de diferentes marcadores
moleculares en los sistemas celulares constituyen una herramienta atil en el pronéstico de cambios
neoplasicos epiteliales. En QNH el NaAsO, produjo dafio genotoxico (microntcleos) y fue capaz de activar a
p53 y favorecer su unién a una secuencia especifica en el ADN (Fig. 1 y 3). Los resultados también nos
revelan que el calcio tiene un papel importante en la actividad de unién de p53 al ADN y que este incremento
puede indicar que parte del efecto del NaAsO, deriva del aumento en las concentraciones intracelulares de
calcio promoviendo un estado diferenciado de las células. VVarios marcadores de diferenciacién son inducidos
normalmente es estas condiciones cuando los queratinocitos se diferencian en forma natural o en cultivo ™',
Encontramos aqui que uno de ellos, la involucrina aumenta en presencia del arsénico inorgéanico (Tabla 1).
Experimentos adicionales mostraron cambios notables en parametros indicadores de proliferacion y de
diferenciacion en los QHN expuestos al arsenito de sodio durante 24 h. La Tabla 1 junto con los resultados de
las inmunohistoquimicas de la Fig. 2 muestran que existe una correlacion entre la activacion de p53 y el
aumento en la expresion de involucrina, indicativos de que se ha iniciado un proceso de diferenciacion.
Concomitantemente, hay menor proliferacion celular (disminuye el indice de proliferacién nuclear) y una
menor expresién de un marcador de proliferacién como la ciclina D1. Datos adicionales obtenidos en nuestro
laboratorio sugieren que esta respuesta normal de activacién de p53 en células epiteliales puede estar alterada
en células con un p53 mutante lo cual puede promover una proliferacién celular acelerada.

BIBLIOGRAFIA

1. IARC, 1987.

2. C.J. Chen, Y.C. Chuang, T.M. Lin, and H.Y. Wu, "Malignant neoplasms among residents of a blackfoot
disease-endemic area in Taiwan: high-arsenic artesian well water and cancers". Cancer Res, Vol 45, 11 Pt 2,
1985, pp 5895-9.

3. L.A. Donehower, and A. Bradley, "The tumor suppressor p53". Biochim Biophys Acta, Vol 1155, 2, 1993, pp
181-205.

4, D.P. Lane, and S. Benchimol, "p53: oncogene or anti-oncogene?" Genes Dev, Vol 4, 1, 1990, pp 1-8.

5 AJJ. Levine, J. Momand, and C.A. Finlay, "The p53 tumour suppressor gene". Nature, Vol 351, 6326, 1991, pp
453-6.

6. M.S. Greenblatt, W.P. Bennett, M. Hollstein, and C.C. Harris, "Mutations in the p53 tumor suppressor gene:
clues to cancer etiology and molecular pathogenesis". Cancer Res, Vol 54, 18, 1994, pp 4855-78.

7. W.S. el-Deiry, "Regulation of p53 downstream genes". Semin Cancer Biol, Vol 8, 5, 1998, pp 345-57.

8. R. Zhao, K. Gish, M. Murphy, Y. Yin, D. Notterman, W.H. Hoffman, E. Tom, D.H. Mack, and A.J. Levine,
"Analysis of p53-regulated gene expression patterns using oligonucleotide arrays". Genes Dev, Vol 14, 8, 2000,
pp 981-93.

9. M. Fenech, W.P. Chang, M. Kirsch-Volders, N. Holland, S. Bonassi, and E. Zeiger, "HUMN project: detailed

description of the scoring criteria for the cytokinesis-block micronucleus assay using isolated human
lymphocyte cultures”. Mutat Res, Vol 534, 1-2, 2003, pp 65-75.

10. E. Schreiber, P. Matthias, M.M. Muller, and W. Schaffner, "Rapid detection of octamer binding proteins with
'mini-extracts', prepared from a small number of cells". Nucleic Acids Res, Vol 17, 15, 1989, pp 6419.

11. R.L. Eckert, J.F. Crish, E.B. Banks, and J.F. Welter, "The epidermis: genes on - genes off". J Invest Dermatol,
Vol 109, 4, 1997, pp 501-9.

12. R.C. Goytia-Acevedo, M.E. Cebrian, and E.S. Calderon-Aranda, "Differential effects of arsenic on intracellular

free calcium levels and the proliferative response of murine mitogen-stimulated lymphocytes". Toxicology, Vol
189, 3, 2003, pp 235-44.

13. E. Lopez-Bayghen, A. Vega, A. Cadena, S.E. Granados, L.F. Jave, P. Gariglio, and L.M. Alvarez-Salas,
"Transcriptional analysis of the 5'-noncoding region of the human involucrin gene". J Biol Chem, Vol 271, 1,
1996, pp 512-20.



Marisol Sandoval, Doctorado

ANEXO 5

Mapas de los plasmidos empleados
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