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1.- RESUMEN. 

En base a estudios epidemilógicos el arsentco (As) está considerado como un 
carcinógeno para el hombre. Si bien los mecanismo por el cual este metaolide induce 
carcinogénesis aún no está determinado, varios reportes muestran evidencias de que los 
humanos expuestos al arsénico presentan altos indices de cáncer de piel, vejiga y pulmón 
entre otros tipos. Se sabe también que el arsénico produce daño a nivel cromosómico, 
induce la amplificación de genes, además de inhibir los mecanismos de reparación del 
ADN y de alterar la respuesta mitogénica de los linf"ocitos de individuos con 
hidroarsenicismo así como de los tratados en cultivo. Por otra parte, se sabe que el control 
de la prolif'eración celular está modulado por algunos oncogenes y genes supresores de 
tumores. Dentro de estos últimos p53 representa uno de los controles de mayor relevancia 
con el que cuentan las células para impedir el desarrollo de procesos neoplásicos, re,b>ulando 
los puntos de monitoreo en G 1 y en el ensamble del huso mitótico durante la f'ase M del 
ciclo celular. 

El presente estudio propone que la alteración de la prolif'eración de linf'ocitos 
inducida por el arsénico está mediada por daños al ADN y modificaciones en la expresión 
de p53. Se evaluó entonces, la viabilidad en linf'ocitos humanos de sangre perif'érica y en 
lineas celulares que tienen el gen p53 normal (LCLEBV) o mutado (Jurkat), después del 
tratamiento a dif'erentes concentraciones de arsenito de sodio. También se determinaron los 
niveles de expresión de la proteina p53 por Western-blot en los cultivos tratados con 
arsénico. Además, se transf'ectaron por electroporación los linf'ocitos y las células Jurkat 
con las f'ormas normal y mutada de p53. 

Se observó que las células que presentan el gen p53 f'uncional responden mejor 
contra el daño inducido por el arsénico. Aquellas células que f'ueron transf'ectadas con la 
versión mutada de este gen son más sensibles al ef'ecto citotóxico del arséncio. Se mostró 
también que el arsénico a cienas concentraciones, induce un incremento en los niveles de Ja 
proteína p53, el cual f'ue dependiente del tipo celular analizado. 



11.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Las alteraciones del ADN, por agentes químicos, fisicos y biológicos está 

frecuentemente relacionada con los cambios en el control de muchas de las funciones de las 

células. entre ellas el control de la proliferación. la diferenciación y la muerte. 

Estos eventos se encuentran regulados por los productos de lo que hoy conocemos 

como oncogenes y genes supresores de tumores, ambos involucrados en el desarrollo del 

cáncer. Entre los genes supresores de twnores. p53 es uno de los más imponantes (Hansen 

y Oren. 1997). Ha sido llamado el guardián del genoma dado su papel esencial en detener 

el ciclo celular en ciertos puntos ante la existencia de daño al ADN. permitiendo su 

reparación y de no ser a si. la eliminación de la célula. evitando que la alteración pase a las 

células descendientes. Además. el gen p53 está mutado en aproximadamente el 50% de 

todos los cánceres humanos reportados. lo cual reaflrma su importancia. 

Dentro de los agentes conocidos que provocan alteraciones al ADN está el arsénico 

(As). Estudios epidemiológicos han mostrado que este metaloide es un carcinógeno para el 

hombre. La exposición al As está relacionada con un aumento en la frecuencia del cáncer 

de piel. vejiga. pulmón. rifión e hígado (Chen y Wang. 1990; Bates et.al..1992). 

Algunos estudios recientes han mostrado que el arsénico induce alteraciones en la 

proliferación de los linfocitos humanos cultivados (Gonsebat et.al.. 1994; 1996). Así 

también se ha observado que la linea celular epitelial C33-A. que tiene el gen p53 mutado 
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son más sensibles al trataJniento con arsénico que otras células epiteliales que lo tienen 

nonnal (Salaz.ar et.al., 1997, comunicación personal). Con el fin de entender los 

mecanismos carcinogénicos de este metaloide. se introdujeron versiones nonnales y 

alteradas del gen p53 a los linfocitos humanos de sangre periférica y a líneas celulares de 

tipo linfoide por la técnica de electroporación para evaluar los efectos del arsenito de 

sodio sobre la viabilidad de las células y de la expresión de la proteína de este gen. 

111.- INTRODUCCION. 

Los seres humanos estarnos continuamente en contacto con una gran variedad de 

sustancias y compuestos tóxicos, naturales y artificiales, denominados xenobióticos, que se 

encuentran presentes en los agentes químicos, tisicos y biológicos que están en el medio 

ambiente que nos rodea. en los desechos industriales, alimentos y medicamentos. La 

exposición de organismos a algunas de estas sustancias, se encuentra relacionada con 

daños en la infonnación contenida en el material genético de las células y con la aparición 

de malformaciones congénitas, esterilidad. enfennedades degenerativas y cáncer (Brusick. 

1987; Ehling. 1991 ). 

Bajo este escenario de daño al ADN. a pesar de que existen datos que demuestran 

que algunos de estos agentes pueden favorecer los procesos de resistencia y reparación ya 

sea por su naturaleza o bien por el programa genético inducido, son mucho más los que 

provocan alteraciones que inducen masivos y rápidos cambios en la síntesis de varios 

transcritos y proteínas (Fornace, 1992; Herrlich et.al., 1992). La relevancia de la mayoría 
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de esos cambios aún no es comprendida y empiezan a ser estudiados. como por ejemplo las 

alteraciones a nivel de la expresión de genes. 

IV.- EXPOSICION A METALES. 

El rápido avance tecnológico-industrial y el desarrollo sociocultural del 

hombre a través de su historia ha incrementado lo que en conjunto se ha definido como 

"f"actores de riesgo". Está el caso por ejemplo de los metales y metaloides. algunos de los 

cuales han incrementado sus niveles en el medio ambiente y por lo tanto los humanos 

entran con mayor frecuencia en contacto con ellos. Sobresale desde luego la importancia 

del estudio de sus ef"ectos, puesto que muchos de ellos además de ser tóxicos a cono plazo, 

son acumulables por lo cual también implica posibles alteraciones a largo plazo, pudiendo 

ambas tener graves consecuencias para la salud. 

La exposición a metales y a metaloides como el arsénico (As). cromo (Cr), zinc 

(Zn). fierro (Fe). plomo (Pb). níquel (Ni), mercurio (Hg). cadmio (Cd) entre otros ocurre a 

través de dif"erentes maneras. como son la exposición ocupacional. ambiental o bien 

mediante la ingestión de alimentos. Formas iónicas de algunos de estos elementos 

constituyen lo que se denominan elementos traza del organismo. necesarios para la 

realización de f"unciones propias de todos los organismos. como lo serian la del Zn. Cu y 

Fe que sirven como cof"actores para muchas enzimas y proteínas (Valle y Wacker, 1970; 

IARC. 1980}. Sin embargo aún estos cuando se encuentran presentes en grandes 



concentraciones pueden provocar una toxicidad severa. incluyendo muene celular y daño 

genotóxico. 

Por su pane, el Cd, Cr. Ni. As y Hg carecen de una f'unción biológica obvia y son 

considerados como toxinas ambientales (Klaassen. 1991 ). Además de la toxicidad aguda 

causada por la inhibición de las enzimas involucradas en el metabolismo energético. 

síntesis de proteínas y transcripción. la exposición crónica al Cr, Ni. Cd y As puede resultar 

en la generación de diversos cánceres. (Snow. 1992). El As, Cr y Ni están considerados 

como carcinógenos para los seres humanos por la Agencia Internacional de Investigación 

sobre el Cáncer (IARC) por lo que la exposición a éstos o a los compuestos que f'orman. 

implican un riesgo para la salud (IARC, 1980; Homminki. 1990). 

A dif'erencia del Cr (Wolf' et.al., 1989),el Ni (Ciccarelli y Wenerhahn, 1985) y el Cd 

(Koizumi y Waalkes.1990) que pueden interaccionar directamente con los ácidos nucleicos 

y la cromatina. provocando daño genotóxico y mutagénesis (Cavigelli et.al., 1996). los 

mecanismos por los cuales ocurre la carcinogénesis por As aún no es del todo clara. 

V.- ARSENICO. 

1- Generalidades. 

El arsénico (As) es un elemento clasificado dentro el grupo de los metaloides, que 

químicamente presenta dos valencias: la trivalente (111) y la pentavalente (V). Ubicuo en la 

naturaleza. se encuentra distribuido, principalmente en f'orma de minerales. como los 
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arsenuros de cobre. níquel y hierro. así también como en sulf"uros u óxidos de arsénico. 

Comercialmente el compuesto más común es el óxido de arsénico (111) que resulta de la 

fundición del cobre o del hierro (Vahter. 1988). aunque también hay otras fuentes como lo 

son los productos de la combustión del carbón mineral. la producción de vidrio y cerámica. 

la fabricación de semiconductores y otros procesos industriales. Otros derivados arsenicales 

son empleados principalmente en la agricultura y silvicultura como pesticidas. herbicidas y 

silvicidas (WHO. 1981 ). 

Este metaloide. conocido desde los tiempos de Hipócrates. durante mucho tiempo 

fue usado en aplicaciones medicinales y clínicas para combatir padecimientos como la 

anemia. la psoriasis. el asma bronquial. la sífilis. la disenteria amibiana e infecciones 

parasitarias como la tripanosomiasis y la tricomoniasis. Fueron en estas mismas 

aplicaciones donde posteriormente se observaron y determinaron sus efectos adversos. lo 

que llevo a su descontinuación para usos terapeúticos (IARC.1980). 

El arsénico fue el primer metal identificado como un carcinógeno (IARC. 1980), 

pese a que sus propiedades químicas lo describen como un metaloide con características 

similares al fósforo y con toxicidad parecida a la de los metales pesados. como el mercurio 

y el plomo. 

2.- Exposición ambiental al arsénico. 

Existen diversas formas a través de las cuales el ser humano puede estar expuesto al 
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arsénico (tabla 1 ), siendo las vias de incorporación al organismo de mayor importancia 

para la salud pública, la inhalación y la ingestión de compuestos arsenicales (Vahter, 1988). 

Una vez incorporado al organismo, el As desaparece rápidamente de la sangre y es 

finalmente excretado en la orina. La vida media biológica del arsenito (arsénico trivalente) 

ingerido es aproximadamente de 30 horas, siendo excretado del 50 al 80% en 

aproximadamente tres dias (Casaren y Doull, 1991; Yamaguchi y Fowler, 1994). 

Las fbrmas inorgánicas son metabolizadas mediante reacciones de óxido-reducción 

y metilación (Scott et.al .• 1994) en el hígado, principal órgano biotransformador del 

arsénico (Klassen, 1974; Tam et.al., 1978; Buchet y Lauwerys, 1985). Las reacciones de 

metilación producen formas mono y dimetil arsenicales denominadas l\.fMA y DMA 

respectivamente, siendo la primera el principal producto. Se ha sugerido que el proceso de 

destoxificación de las f"ormas inorgánicas más tóxicas y del DMA parecen ser los 

metabolitos finales que se forman rápidamente y son excretados (EPRI, 1996; Casaren y 

Doull,1991). Por lo tanto, la capacidad de metilación de los individuos expuestos 

modularía la toxicidad de los compuestos arsenicales (A TSDR. 1991 ). 

El agua es la forma principal de transporte natural del arsénico (WH0, 1981 ). Este 

líquido puede estar naturalmente contaminado con elevadas cantidades de As por el alto 

contenido de este metaloide en rocas del subsuelo. El agua potable por lo general presenta 

bajas concentraciones de arsénico; sin embargo la actividad industrial y/o agrícola han 
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producido contaminaciones severas (mayores a 1 mg/I) en pozos, niveles muy por arriba de 

la norma permitida de 0.05 mg/litro establecida por Ja Organización Mundial de la Salud 

(WHO, 1993). (Cebrián, 1983; Sastre et.al., 1992; Tseng, 1977). 

En zonas como la Comarca Lagunera y las regiones rurales del noreste de México, 

asi como en el none de Argentina y Chile, existen poblaciones crónicamente expuestas al 

arsénico inorgánico a través de la ingesta del agua contaminada ya sea natural o 

industrialmente (García Salcedo et al., J 984; Gonsebat et.al., 1992). En nuestro país por 

ejemplo, dicha exposición se ha asociado con una elevada presencia de alteraciones 

cutáneas y cáncer de piel, aunada a afecciones vasculares perif"éricas y otras lesiones que 

disminuyen Ja calidad y esperanza de vida (García Salcedo et al., 1984; Cebrián, 1983 ). 

3.- Efectos del arsénico. 

La intoxicación aguda con As inorgánico manifiesta sintomas a nivel de los 

sistemas respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular, nervioso y hematopoyético, siendo el 

As tri val ente más tóxico que el pentavalente (WHO, 1981 ). Las manifestaciones en 

intoxicaciones crónicas por arsénico incluyen: neuritis perif"érica, anemia moderada, 

leucopenia, problemas cardiovasculares, cirrosis, cáncer hepático primario y hepatobiliar 

(Diaz-Barriga et.al., 1990; WHO, 1981; Bencko, 1987). 

A nivel celular se ha observado que el As afecta el proceso oxidativo realizado en 

las mitocondrias, estimulando la actividad de la ATPasa de estos organelos y la oxidación 

en la ausencia de fosfato inorgánico (Schiller et.al., 1977). 
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Tabla l. TIPOS DE EXPOSICION AL ARSENICO MAS FRECUENTES. 

Ocupacional: Se da principalmente por el arsénico inorgánico (óxido de arsénico) en el aire 

del ambiente del trabajo como en: 

a) fundidoras de metales como el cobre. oro, plomo y antimonio, 

b) plantas productoras de arsénico (óxido de arsénico) y de 

pesticidas que contienen arsénico,. 

c) plantas generadoras de energía eléctrica que usan carbón mineral 

como fuente de combustión. 

Ambiental: La exposición se da naturalmente por: 

latroaénica: 

a) consumo de agua con al~ concentraciones de arsénico,. 

b) consumo de alimentos (marinos). 

O por la contaminación de: 

c) fuentes de agua potable (rios, lagos, lagunas), 

d) el ambiente de las cercanías de las plantas industriales, 

fundidoras y productoras de arsénico. 

Por el uso de medicamentos (principalmente antiparasitarios) que 

contienen arsénico,. vgr. carbasone,. rnelarsoprol y triparsaanida. 

(Bencko.1987: ATSDR.1989: WH0,1981 y 1993) 

Hay evidencia de que el arsénico no es un mutágeno in vitro pero si ha mostrado 

tener capacidad clastogénica y comutagénica (Rossman, 1981; Lee et.al., 1986; Li y 

Rossman, 1989a y b; Wan et.al., 1982), es decir, es capaz de dañar al ADN y de aumentar 

la capacidad mutagénica de una serie de compuestos con actividad genotóxica comprobada, 

por ejemplo, la luz ultravioleta y el alquilante metil metano sulfonato (Okui y 
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Fujiwara, 1986; Li y Rossman, 1989). También induce amplificaciones génicas en proteínas 

de estrés (Welch,1992) e inhibe la reparación del daño inducido por radiación ultravioleta 

o metil metano sulfbnato en el ADN (Li y Rossman, l 989b; Jacobson-Kram y 

Montalbano, 1985; Lee et.al., 1988). 

Con el objetivo de identificar y entender los mecanismos involucrados en la 

toxicidad del arsénico, se han estudiado marcadores biológicos de genotoxicidad en algunas 

poblaciones expuestas. Estas investigaciones han mostrado que en cultivos de linfocitos de 

los individuos expuestos laboralmente o por tratamiento médico al arsénico, se encuentra 

una frecuencia elevada de aberraciones cromosómicas y de intercambios de cromátides 

hermanas (Burgdoffet al., 1977; Nordenson et.al., 1978 y 1979; Wen et.al., 1981). 

Los estudios más recientes se han enfocado a la acción del As a nivel cromosómico, 

indicando la existencia de daño, tanto in vivo como in vitro, encontrándose aberraciones 

numéricas y estructurales así como micronúcleos (Gonsebatt et.al., 1992; Vega et.al., 

l 994;0strosky et.al., 1991 ). Puesto que los rompimientos son cromatídicos e 

isocromatídicos (Vega et.al., 1994), esto señala que el arsénico es un agente que actúa en la 

fase S del ciclo celular para producir daño (WH0,1985). También se ha mostrado el 

potencial aneugénico del arsénico en cultivos de linfocitos humanos debido a las 

alteraciones que causa nivel de las proteínas del citoesqueleto inhibiendo tanto la 

polimerización como la despolimerización del huso mitótico (Ramírez et.al., 1996). 
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Los estudios de citotoxicidad del arsénico muestran que una exposición crónica en 

individuos con hidroarsenicismo modifica la respuesta de proliferación inducida por la 

fitohemaglutinina (PHA) en los linfocitos circulantes, además del daño cromosómico ya 

mencionado, encontrándose que los parámetros de proliferación, como el índice de 

marcaje, índice mitótico e indice de replicación estuvieron alterados con respecto a los de 

grupos controles (Ostrosky-Wegman et al., 1991; Gonsebatt et.al., 1992; 1994). 

Resultados similares se han reponado en linfocitos humanos tratados in vitro con 

diferentes concentraciones de arsenato y arsenito, hallándose alteraciones, tanto en la 

estimulación como en la proliferación, produciendo un retraso en la progresión del ciclo 

celular. Estos resultados han sido relacionados con la posible acción del arsénico como 

inmunosupresor de la respuesta celular, lo cual sugiere que la alteración en la respuesta 

inmune ante una posible exposición crónica de As, podria jugar un papel clave en el 

incremento en la incidencia de el cáncer en los grupos expuestos estudiados (Gonsebatt et. 

al., 1992, 1994, 1996). 

Estudios similares se han llevado a cabo en poblaciones taiwanesas, demostrándose 

que el hidroarsenicismo no sólo está asociado a una mayor incidencia de el cáncer de piel, 

sino que también los cánceres de vejiga, riiíón, pulmón, hígado y colon tienen una 

mortalidad incrementada (Vahter, 1988; Mass y Wang, 1996). 
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VI.- EL CANCER Y SU RELACION CON EL CICLO CELULAR.· 

La proliferación de las células involucra a dos de los procesos celulares más 

imponantes: la replicación del ADN y la división celular, esta última resulta en la 

formación de dos célul¡as hijas a panir de una célula precursora y por lo tanto companiendo 

la misma información genética (Murray y Hunt, 1993). 

La maquinaria que controla el ciclo celular eucariótico está compuesta de complejos 

proteicos que son activados siguiendo un orden y desencadenando eventos tales como la 

misma replicación del ADN, la formación del huso mitótico y la segregación de los 

cromosomas. El ciclo de las células eucariotas está dividido en cuatro fases: Gl, S, G2 y 

M. La fase S es el periodo de sintesis del ADN, durante el cual una segunda copia del 

genoma entero es generada. En la fase M o de mitosis las dos copias de ADN ya como 

cromosomas condensados se segregan y la célula se divide en dos células hijas 

genéticamente iguales. El tiempo que transcurre entre una mitosis y otra se denomina 

periodo de interfase. Los periodos Gl y G2 son espacios temporales de preparación 

previos a la replicación del ADN y a la divisón celular respectivamente y en donde se 

realiza un crecimiento en la masa celular, principalmente por la duplicación de los demás 

componentes de la células. Estas fases además sirven como puntos de monitoreo del ciclo. 

Existe además, un estado de "reposo" de las células que no se encuentran en 

proliferación denominado GO, en el cual el metabolismo principal de la célula se encuentra 

disminuido, incluyendo muchos de los procesos usualmente activos como el de la 
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transcripción y de la síntesis de proeinas. La falta de factores de crecimiento pueden causar 

que las células salgan del ciclo y entren a GO; la estimulación con f"actores de crecimiento a 

su vez. pueden inducir la re-entrada al estado de prolif"eración (Murray y Hunt. 

J993;Weinstein y Zhou. 1997; Graña y Reddy. 1995 ). 

La duración del ciclo celular depende del tipo celular que lo esté llevando a cabo y 

de las condiciones del ambiente celular. Los elementos responsables de permitir que la 

célula pase de una f"ase a otra son una serie de proteínas cinasas y f"osf"atasas que se activan 

y desactivan unas con otras. Las cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) son las 

responsables de f"osf"orilar una serie de substratos necesarios para la progresión del ciclo 

celular. Los niveles de estas proteína no varian durante el ciclo, sin embargo sus 

actividades se regulan por sus interacciones con otro grupo de proteinas denominadsa 

ciclinas, cuyos niveles si fluctúan durante la realización del ciclo celular (Figura A) . La 

f"ormación de estos complejos permiten que otras proteínas (que son codificadas por 

oncogenes y genes supresores de tumores. de los que se hablará más adelante) pueden 

interaccionar y entonces modificar o controlar estos eventos (Graña y Reddy. 1995; 

Weinstein y Zhou, 1997). 

Para asegurar la integridad de la célula y de su material genético. Jos eventos que 

ocurren durante el ciclo celular deben de seguir una secuencia bien definida. el término de 

ciertos eventos debe preceder al comienzo de otros. Por ejemplo Ja replicación del ADN 

debe completarse antes de que la mitosis inicie para asegurar que ambas células reciban una 
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copia completa del genoma. Dentro del ciclo celular e>eisten entonces, una serie de puntos 

de vigilancia para asegurar que el orden y el tiempo de los eventos sea el correcto (Murray, 

1992). Estos puntos de monitoreo, como se les ha denominado trabajan como sensores que 

detectan problemas durante la progresión del ciclo y que mediante una cascada de señales 

este mensaje llega a erectores específicos que detienen el ciclo celular. En algunos de estos 

puntos el daño puede ser reparado o bien las células muy dañadas son eliminadas, en su 

gran mayoría por apoptosis (Hung et.al., 1996; Murray,1992). Se habla de tres puntos de 

monitoreo imponantes dentro del ciclo celular (FiguraA): el de G2 que involucra la 

inhibición de la topoisomerasas Il, el que monitorea la rormación del uso mitótico durante 

M y el de la transición de G J/S. (Murray, 1992) 

Una mutación puede hacer que una célula. de apariencia normal, no reciba 

correctamente Jos mensajes externos y altere su proceso de división. Si bien es cieno que la 

célula tiene sistemas que detectan y llegan a corregir las mutaciones, algunos daños pasan 

inadvenidos. La acumulación de alteraciones genéticas puede transrormar a la célula en 

tumorigénica que, a diferencia de una célula normal ya no responde a las señales 

inhibidoras que controlan su crecimiento, cambia su monologia y adquiere la propiedad de 

replicarse sin tasa. Finalmente, las células cancerosas invaden los tejidos sanos en cualquier 

zona corporal, se habla entonces de metástasis. 

Se sabe que el cancer es un proceso multilactorial y que se requieren numerosas 

mutaciones para desarrollarlo. Los tumores van adquiriendo sus características como 
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resultado de una serie progresiva de cambios. La mayor incidencia de cánceres con la edad 

sugiere que se requieren de 6 a 7 eventos para inducir un cáncer lo cual puede ocurrir en 

un periodo de 20 a 40 años (Harris.1993). Existen una gran variedad de agentes que 

incrementa incrementan la frecuencia de transformación de las células. A estas sustancias 

se les denominan carcinógenos que se clasifican en aquellos que "inician" y aquellos que 

"promueven" la formación de los tumores indicando la existencia de diferentes estadios en 

el desarrollo del cáncer. 

1) GENES SUPRESORES DE TUMORES. 

Los estudios en campos como la virología. la epidemiología. la biología molecular 

y la genética. se han combinado para que desde hace algunos años se descubrieran tres 

categorías de genes los cuales. cuando son alterados por mutaciones. pueden contribuir con 

el desarrollo del cáncer. Estos son: los oncogenes. los genes supresores de tumores y los 

genes mutadores (tabla 2. Levine. 1995). Estos tres tipos de genes están involucrado en los 

procesos de la división celular. diferenciación y proliferación, así como en la fidelidad en 

la replicación del ADN y en la muene celular. 

El concepto de la supresión de la proliferación en células tumorales. se origina en 

los experimentos en los que se fusionaban células cancerosas tumorales con células no 

tumorigénicas de diversas clases. epitelial. linfoide. entre otras (Levine, J 993 ). Las células 

híbridas resultantes. ya no eran capaces de producir tumores een los animales a los que se 

les inyectaba pese a que retenían la mayoría de las propiedades de las células cancerosas, 
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entre ellas su inmortalidad. Ocasionalmente algunos formaban tumores. El análisis 

cromosómico de estos hibridomas mostró que durante la fusión se habían perdido uno o 

más cromosomas de las células progenitoras. De aquí nació la posibilidad de que en las 

células normales existieran genes cuyos productos suprimieran la formación y desarrollo de 

tumores, genes que hoy en día son denominados supresores de tumores. 

Los productos de la mayoría de los genes supresores de tumores actúan como 

reguladores negativos o inhibidores de las vías de transducción de señales. Las mutaciones 

en estos genes resultan en la desregulación de la división celular. Los genes supresores 

mutados son recesivos, de modo que se requiere que existan alteraciones en ambos alelos 

normales para eliminar su función. 

Los genes supresores de tumores han sido motivo de estudio por muchos años 

(Weinberg, 1991). Hoy en día se conocen al menos una docena de ellos ( tabla 3, 

Levine,1993 y 1995). Muchas de las formas de cánceres humanos hereditarios, tales como 

el retinoblastoma y el síndrome de Ly-Fraumeni, son provocadas por la transmisión de 

genes supresores defectuosos, Rb y pS3 respectivamente. Las demostraciones 

experimentales recientes sobre la restauración de la función de estos genes en algunas 

células tumorales ha dado como resultado el detenimiento del ciclo celular o la muene 

celular (Muller et.al., 1993), lo cual confirma la importancia de estos genes en la biologia 

del cáncer. 
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Clclina A +Cdk2 

Apoptosis 

•Punto de monitareo Gl/S 
• •Puato de monitores G2 

• • '"l'wlto de moaitoreo Iluso nütGtieo 

CicUnaE+ Cdk2 

- - DtrerencJacJón 

Ciclinas Ds + Cdk4 
Cclk6 

Figura A. Di•erama del ciclo celular en organismos eucariontes. Se muestran las cuatro rases de Jas 
que consta el ciclo: G 1 .. S? G2 y M, además de la f"ase de reposo de GO. La progresión de una f'ase a otra 
está regulada por la interacción de los complejos ciclinas-Cdk:s, de un modo general .. las ciclinas D 
están implicadas en Gl, las ciclinas E en la transición de GI a S, las ciclinas A con la fase S,. así como 
también durante el paso de G2 a M~ finalmente las ciclinas B están involucradas en la transición de G2 
a M. También se indican los puntos de monitoreo del ciclo. 

2)pS3 

El gen supresor de tumores p53 se localiza dentro del genoma humano en el 

cromosoma 1 7, banda p 13. 1. Consta de 1 1 exones, que abarcan aproximadamente 20 kb, 

10 de éstos, del 2 a 11, comprenden la región que codifica para una fosfoproteina de 393 

aminoácidos, con localización primordialmente nuclear. El ARN mensajero del p53 

totalmente procesado es de 2.2 a 2.5 kb de tamaño y se expresa en todas las células del 
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Tabla 2. PROPIEDADES DE LOS ONCOGENES, GENES SUPRESORES DE TUMORES 
Y GENES MUTADORES. 

Propiedad Oncoaenes 

Número de mutaciones Uno 
requeridas para trans- (dominante) 

lfol"mar una célula en 
cancerosa 

Función del alelo 
mutado 

Origen dela 
mutación 

Funciones 

Ejemplos 

(Levine. 1995) 

Ganancia de 
función 

Somática 

Cascadas de 
transducción de 
señales 

Receptores para 
honnonasde 
crecimiento: 
proteínas G; factores 
de transcripción; 
ciclina.s 

Genes Supresores 
de Tumores 

Dos 
(recesivo) 

Pérdida de 
función 

Somática o 
heredada 

Regulación negativa 
de la división celular 

.Proteínas que regulan 
fuctores de transcrip
ción y oncogenes: 
factores de transcrip
ción 

Genes Mutadores 

Dos 
(recesivo) 

Pérdida de 
función 

Heredada o 
somática ( ? ) 

Fidelidad en el 
proceso de replicación 
delADN 

Reparación enzimática 
de errores en la dupliCJ! 
ción del ADN 

cuerpo, presentándose los niveles más elevados en las células del bazo y del timo 

(Levine. 1993). 

La proteina p53 es un factor de transcripción especifico que para llevar a cabo su 

actividad supresora tumoral requiere la transactivación de ciertos genes especificas 

(Pietenpol et.al., 1994). La proteína consta de 4 dominios funcionales que son: 1) hacia el 

extremo amino terminal, el dominio de activación transcripcional. 2) entre los residuos 
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J 02-290. el dominio de unión al ADN que se une a dos copias de cualquier región que 

presente la secuencia consenso 5'-PuPuPuC(A/T)(AIT)GPyPyPy. 3) el dominio de 

oligomerización. comprendido entre los residuos 3 J 9-360 encargado de la formación de los 

tetrámeros p53. estado activo funcional de la proteína y 4) el dominio básico. carboxilo 

terminal. encargado de las funciones de regulación putativas negativas (Levíne. 199;J; 

Hainaut. 1995; Unger et.al..1993) (Figura B ). Funcionalmente. los extremos N y C 

terminales son remplazables con dominios transactívadores y de oligomerízación ajenos. 

sugíríendo que el dominio de unión al ADN por sí solo confiere las propiedades supresoras 

(Píetenpol et.al.. 1994). 

Tres regiones de la proteína son fosforilables por diversas proteinas cinasas 

(Meek.1994), entre las que se encuentran las caseína cinasas 1, 11. cdc2. cdk2 y la proteína 

cinasa de activación del ADN (ADN-PK) (Figura. A) Sin embargo el significado de la 

fosforilación de p53 está poco entendida. Las que más han sido estudiadas, son las que 

lleva a cabo la ADN-PK en los residuos de serina J 5 y 37; que al parecer están 

involucradas en la estabilización de la proteína y en la actividad de paro en G I, 

respectivamente (Selivanova y Wilman, 1995). 

p53 se une a una larga lista de proteínas (Píetenpol y Vogelstein, 1993; Selivanova 

y Wilman. J 995). lo cual le permite funcionar. no sólo como transactivador sino que 

también puede actuar como un potente inhibidor de la transcripción de una amplia variedad 
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Tabla 3. GENES SUPRESORES DE TUMORES CONOCIDOS V PROPUESTOS 

Localización 
Gene cromos6mica Tipo de cáncer Funciones propuestas 
Rb 13q14 Retinoblastoma,osteosarcoma Regula factores de transcripción 

(E2F-DPI); regula el cielo celular 

p53 17pl3 Hueso,seno, cerebro Factor de transcripción, regula el 
cielo celular 

APC Sq21 Poliposis adenomatosa Comunica proteínas de la super-
familiar fieie celular con mierotúbulos 

wr1 1 lpl3 Tumor de Wilms, neñoblas- Factor de transcripción importan-
toma te para el desarrollo del hígado 

NFJ 17ql l.2 Neurofibromatosis de von Proteína Activadora de GTPasa 
Recklinghausen (GAP) para ras en células deriva-

das de la cresta neural 

NF2 22ql l.1 Neuroma acústico, meningio- Como una proteina del eitoesque-
mas bilaterales leto llamada merlina 

DCC 18q21 Ninguno demostrado (única- Proteína tipo adhesina membra-
mente mutaciones somáticas) nal 

An"SJ 9p21 Blastomas medulares, algunos Proteina de 16 kD que bloquea la 
melanomas .. pancreáticos actividad de edk4 

MI'S2 9p21 Desconocido Proteina de 15 kD que bloquea 
las actividades de las edks 

(Levine. 1993 y 1995) 

de promotores celulares que carecen de la región consenso mencionada anteriormente. Esta 

acción se lleva a cabo mediante la interraceión del dominio amino terminal de p53 con la 

proteína de unión a la caja TATA (TBP) (Seto et.al, 1992), subunidad del factor de 

transcripción basal TFIID. Entre los genes que se ven transreprimidos por p53 se 
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encuentran por mencionar algunos, c-fos, c-jun, c-myc, beta-actina, hsc-70 (Ginsberg 

et.al., 1991) Proteínas mutantes de p53 que han perdido su capacidad de suprimir la 

prolif"eración celular, son deficientes por lo general, en su habilidad de reprimir la 

transcripción de estos genes y por lo tanto de unirse a TBP (Seto et.al., 1992; Ginsberg 

et.al., 1991). 

Entre otras proteínas a la que se une p53 están, el factor de replicación A del ADN 

(RPA) al que inhibe su habilidad de unirse al ADN de cadena sencilla (Dutta et.al., 1993), 

los f"actores de transcripción Sp-1, WT-1, Jos productos oncogénicos de virus ADN 

tumorales como el antígeno T largo del SV-40, la proteína S EIB de adenovirus y la E6 del 

papiloma virus. Finalmente p53 forma complejos con ácidos nucleicos de una sóla hebra. 

helicasas del ADN y ejerce una actividad de. reasociación de hebras de ADN (Oliner, 1993, 

Selivanova y Wilman) lo cual sugiere su posible participación en los procesos de síntesis y 

reparación del ADN. 

A nivel trans-activador p53 incrementa la expresión entre otros genes de: a) mdm-2, 

el cual se une e inactiva p53 en un fenómeno de autoregulación; b) p21 waf-J/cip-1, el cual 

se une e inhibe al antígeno de proliferación nuclear (PCNA) y a los complejos de ciclinas

G J /Cdk; 4) bax, un activador de la apoptosis. p53 también desregula a bcl-2, que 

promueve la supervivencia celular. Otros genes transactivados por p53 son el de Ja 
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MDM2 

RPA. 

EIB 55K 

elle 2 CICD 

.... l""'" .... r-200 ............... -. .. r'·oo~·-~-· ............ ~ ... ·,=-•s • • =r 1 • IY y 

M•tm:•-·-~-..---
••~---11...._ 

5.3BPl.53BP2 

EZZ:Z:l9 sv•o--..-T ...... 

--.-.. ··-· ~aalADN 

RPA. 

BZLF-1 

Fiaur• B. Dominios runcion11les y regiones de interacción de la proteina humana de p53. Los 
dominios funcionales de la proteína p53 son: el dominio de trans-activación en Ja porción amino 
tefDlinal, hacia la región media. el dominio de secuencia especifica al ADN con dedos de zinc y el 
dominio de oligomerización hacia el extremo carbOxilo terminal. Esta zona también tiene una actividad 
de unión al ADN no especifica. Los sitios de fosforilación para la proteína cinasa activada por ADN 
(ADN-PK): Ser-15 y Ser-37; p34-cdc-2 : Ser-315 y CKJll : Ser-392 son indicados. Se muestran las 
zonas de la proteína p53 que interactúan con proteínas celulares o '·irales: la proteína de unión a la caja 
TATA (TBP). la proteína A de replicación (RPA). el producto del oncogen mdm2. las proteínas de 
unión 1 y 2 ambas de 53 Kda, y las proteínas virales de adenovirus (EIB 55kda). SV40 (antígeno T 
largo) y de Epstein Barr (BZLFI ). Finalmente; los números romanos indican los regiones conservadas 
de Ja proteína. (Seli,,·anova ~· Wiman .. l 99S). 

creatinina cinasa muscular (MCK). ERCC-3 y GAOD45, los dos últimos involucrados en la 

reparación del ADN (Selivanova y Wiman.1995; Haffner y Oren, 1995. Marx. 1994). 

Recientemente se han agregado a esta lista el gen de la proteína de unión de f"actores de 

crecimiento tipo insulina 3 (IGRF-BP3). el gen del factor de crecimiento nansf"onnante a y 

el gen EJ24. el cual es inducido por daño al ADN previo a la apoptosis (Hansen y 

Oren. 1997). La nansactivación de IGF-BP3 es particularmente interesante dado que esta 
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DorNnio t-- Dominio de unión el ADN-----fDOlftinios de oligominización 
u.ns-activación ••cu•ncia ••peciftca y loc&lisación nucl•• 

Sentido 
equivocado 

175 

7a 

24D 

e 

Fipra C Espec:rro murac:ional de la proleina p53. Se mucsll'a el análisis mutacional de p53, siendo 
las barras verticales la disuibución de Jas mutaciones. Se describen siete regiones de las denominadas 
hotspots denlro de las regiones consen·adas de Ja moléculas: aminoácidos 130-142, 151-164, 171-184, 
193-200, 213-223, 234-258 y 270-286. La parte de arriba muesrra Ja distribución de la mutaciones de 
sentido eqivocado, las cuales cambian la identidad de los aminoácidos, alterando la conformación y la 
estabilidad de la proteína. La pane de abajo muestra la distribución de la mutaciones sin sentido 
(mutaciones de cambio del marco de lectura, mutaCiones silenciosas) que originan proteínas truncadas o 
inestables. Mientras que las mutaciones de sentido equivocado se localizan en las regiones consenradas 
de la proción hidrof"óbica media de Ja proteína,. las mutaciones sin sentido se disaibuyen a lo largo de la 
proteína. (Harris, 1993) 

proteína inhibe tanto las señales de supervivencia y mitogénicas para las células 

(Buckbinder et.al .• 1995). 

Las mutaciones en este gen supresor se presentan con una frecuencia bastante alta, 

más del 50% de una gran variedad de tumores y cánceres (Hollstein et.al.. 1991 ). En la 

mayoria de los casos. ambos alelos están inactivados, uno por mutaciones puntuales y el 

otro por una deleción parcial o total del gen o del mismo cromosoma (con Ja consecuente 

pérdida de la expresión del gene} (Greenblatt et.al., 1994). Dentro de las mutaciones 
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Sentido 
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245 

e 

Fiirura C Espectro mutacional de la proteina p!53. Se muestra el análisis mutacional de p53, siendo 
las barras verticales la disUibución de las mutaciones. Se describen siete regiones de las denominadas 
hotspots dentro de las regiones conservadas de la moléculas: aminoácidos 130-142. 151-164, 171-184, 
193-200, 213-223, 234-258 y 270-286. La parte de arriba muestra la distribución de la mutaciones de 
sentido eqivocado, las cuales cambian la identidad de los aminoácidos, alterando la conformación y la 
estabilidad de la proteína. La parte de abajo muestta la distribución de la mutaciones sin sentido 
(mutaciones de cambio del marco de lectura, mutaCiones silenciosas) que originan proteínas uuncadas o 
inestables. Mientras que las mutaciones de sentido equivocado se localizan en las regiones conservadas 
de la proción hidrofóbica media de la proteína. las mutaciones sin sentido se distribuyen a lo largo de la 
proteína. (Harris, 1993) 

proteína inhibe tanto las señales de supervivencia y rnitogénicas para tas células 

(Buckbinder et.al., 1995). 

Las mutaciones en este gen supresor se presentan con una frecuencia bastante alta. 

más del 50°/o de una gran variedad de tumores y cánceres (Hollstein et.al., 1991 ). En la 

mayoría de los casos, ambos alelos están inactivados, uno por mutaciones puntuales y el 

otro por una deleción parcial o total del gen o del mismo cromosoma (con la consecuente 

pérdida de la expresión del gene) (Greenblatt et.al., 1994). Dentro de las mutaciones 
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puntuales. el 90% son las denominadas de sentido equivocado. muchas de las cuales 

ocurren en sitiosevolutivamente conservados de la proteína. y algunos llegados a considerar 

sitios con alta mutabilidad. (Figura C). Esta clase de mutaciones cambia un aminoácido 

por otro, implicando una posible alteración en la conformación de la proteína y en algunos 

casos el incremento de su estabilidad, ambos casos resultan en la pérdida de la función de 

p53 (Harris. 1993). No obstante, el gen p53 no es indispensable para la vida, tal como fue 

demostrado por Donehower y colaboradores en l 992 al crear ratones deficientes para el 

gen p53, los cuales presentaron un desarrollo embrionario aparentemente normal. 

La pérdida de este gen supresor predispone al cáncer. lo cual sugiere que p53 actúa 

principalmente mediando la respuesta celular ante un daño al ADN. previniendo la 

acumulación de mutaciones potencialmente" oncogénicas y la inestabilidad genómica. Se 

han identificado dos mecanismos mediante los cuales p53 puede ejercer tal efecto supresor, 

ya sea individualmente o por combinación de ambos. Estos son. el arresto del ciclo celular 

y la apoptosis. ¿Cuál de estos es el que elige la célula? y quizás aún más imponante ¿es 

esta elección, es una función esencial de p53 en su rol como policía molecular?. son 

preguntas que en el presente se están intentando responder. A esto hay que agregar la 

relación que tienen otras funciones adicionales de p53, como la inhibición de la 

angiogénesis ( Dameron et.al.. l 994) y su panícipación en el envejecimiento celular 

(Atadja et.al .• l 995) con su actividad supresora de tumores. 
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La respuesta celular ante un daño al ADN. consiste de un rápido y substancial 

incremento en los niveles totales de p53. debido a la estabilización de la proteína, que en C 

condiciones normales es rápidamente degradada (Kastan et.al.. 1992). En este sentido. la 

expresión de pS3 tiene como efecto primario detener la progresión del ciclo celular; se ha 

demostrado que la proteína pS3 está involucrada en los tres puntos de restrcción ya 

mencionados, aunque se tiene más información en el de GI (Kastan et.al.. 1992; Aloni 

et.al .• 1995), el cual está mediado principalmente por: 1) la inhibición del PCNA. que es 

una subunidad regulatoria de la ADN polimerasa delta que está involucrada en Ja 

replicación del ADN y 2) la inhibición del complejo ciclina GJ/Cdk., evitando la 

fosforilación de proteínas tipo-Rb, tales como pl07, pl30 y aún la misma pRb, Jo cual 

impide activar la transcripción de los genes requeridos para la progresión de GI a S. 

(Levine.1995). 

Sin embargo p53, no sólo funciona como freno del ciclo celular, sino que la 

regulación de la supervivencia celular debe ser aún más importante que el mantener la 

estabilidad genómica. La apoptosis además de ser considerada como un proceso dentro de 

la fisiología de las células, puede ser inducida por Ja acción de estímulos traumáticos o 

estresantes para éstas, tales como radiación ionizante. exposición a drogas y la 

sobreexpresión de proteínas celulares y virales (Arends y Wyllie. 1991). Poco es lo que se 

ha logrado esclarecer de esta función de p53. La introducción de la forma funcional de p53 

en algunas líneas celulares tumorales ha resultado en la activación del mecanismo de 

muerte apoptótica (Yonish et.al.. 1991; Shaw et.al.. 1992). 
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Aunque la apoptosis y la supresión de la proliferación son dos fenómenos 

diferentes. la finalidad de ambos es la misma: prevenir la propagación de mutaciones 

genéticas a la progenie celular. 
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VD.- HIPOTESIS. 

El arsénico dafia al ADN, quizás de manera indirecta y en consecuencia induce al 

gen supresor de tumores p53 

VDI.- OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar si el arsénico en su forma trivalente (arsenito), induce un incremento en el 

producto proteico del gen p53. 

Examinar si las células que contienen el gen p53 mutado son más sensibles al 

tratamiento con arsenito de sodio que las células con p53 funcional. 

IX.- OBJETIVOS PARTICULARES. 

1.- Determinar la viabilidad de los linfocitos de sangre periférica humana y de las líneas 

linfoidesJurkat y LCL-EBV después de tratar con arsenito de sodio a diferentes 

concentraciones. 

2.- Examinar los niveles de la proteína p53 por Western blots de los cultivos celulares 

tratados con arsenito de sodio. 

3.- Evaluar el efecto de la introducción tanto de la versión normal como la mutada del gen 

p53 en los tipos celulares empleados y determinar la viabilidad al ser tratados con arsenito 

de sodio. 
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X.- MATERIALES Y METO DOS. 

Oblención de linfocilos. 

Se obtuvieron 20 mi de sangre perif"érica heparinizada de un donador sano y las 

células mononucleares füeron separadas por un gradiente de densidad en 12 mi de Ficoll

Hypaque (Lymphoprep,Uniparts) como está descrito por Peper y colaboradores (1968). 

Brevemente el gradiente en f"onnación se centrif"uga a 1600 rpm durante 30 minutos. Se 

recupera el anillo de células blancas y se le da dos lavados cada uno de 10 mi con medio 

RPMI 1680 suplementado con aminoácidos no esenciales (JO mM, Gibco) y L-glutamina 

(2mM, Gibco). El botón de células finalmente se resuspende en 2 mi de dicho medio. Se 

toman 20ul y se mezcla con 1 mi de azul de tripano (diluido 1: 10 en medio RPMI) y se 

cuenta en un hematocitómetro el número y la viabilidad de las células recuperadas. 

Cultivos celulares. 

Los linfbcitos de la sangre perif"érica así como. Jos linfocitos transf"orrnados con el 

virus Epstein Barr (LCL-EBV) f"ueron cultivados en medio RPMI 1680 (Sigma) 

suplementado con 15% de suero f"etal bovino inactivado por calor (Gibco). 1% de 

penicilina-estreptomicina (Gibco), 10 mM de aminoácidos no esenciales (Gibco) y 2 mM 

de L-glutamina (Gibco). Las células de la linea Jurkat f"ueron cultivadas también con 

medio RPMI 1640 con la misma suplementación excepto que se le añadió 1 O mM de 

piruvato de sodio (Gibco). Todas los cultivos celulares f"ueron incubados a 37 ºC con 5% de 

C02 y se crecieron hasta alcanzar 90% de confluencia o bien crecimiento exponencial 

antes de ser electroporados o tratados con arsénico. Las células mononucleares de sangre 
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perif"érica f"ueron estimuladas con fitohemaglutinina SOul [IOug/ml] por cada 500 mil 

células (Gibco) y crecidas bajo las mismas condiciones que las demás lineas. 

Maaipreparación y purificación de plásmidos. 

Este procedimiento incluye tres fases: la del cultivo de bacterias, la de la cosecha y 

lisis de las bacterias y finalmente la purificación del ADN plasmidico. La maxipreparación 

de los plásmidos mencionados y que fueron donados por el Dr.Carl Miller (UCLA), se 

llevó de acuerdo a los protocolos convencionales (Sambrook et.al., 1989) con algunas 

modificaciones basadas en las condiciones de los plásmidos y que se discutirán más 

adelante. La fase de purificación se realizó mediante el uso de un kit comercial para ese 

fin, QIAGEN -Plasmid-tip 500 (QIAGEN loe.USA). El ADN obtenido se cuantificó por 

espectroscopia de absorción (Labarca y Paigen, 1980) y f"ue concentrado a 1 µg/µI, 

resuspendiéndose finalmente en una solución amortiguadora 1 X de Tris-EDT A (TE). 

Transfección de genes en linfocitos de la sangre periférica y en la línea celular .Jurkat. 

Los linfocitos de la sangre periférica humana y las células Jurkat se electroporaron 

usando el aparato "Gen Pulser" (Bio Rad Laboratories, Richmond CA.). Las células en 

crecimiento exponencial se colectaron por centrif"ación a 1200 rpm durante 10 minutos y 

se resuspendieron en una solución salina amortiguadora con fosfatos (PBS) IX íria y libre 

iones calcio y magnesio. Las células se centrifugaron de nuevo, ahora por S minutos a 1200 

rpm, el botón celular se resuspendió a una concentración de 1.5 x 10 7 células por mi con 

PBS IX frio. Las células se pusieron 10 minutos en hielo para luego añadirles 10 µg de 
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ADN. Alícuotas de 0.8 mi se transfirieron a las celdas de electroporación. y se dejaron 

otros l O minutos en hielo antes de aplicar el pulso eléctrico (Andreason y Evans. 1988; 

Toneguzo et.al .• 1986; Guido et.al .• 1992; Xia y Liber. 1995). 

Los plásmidos con el gen silvestre (pcDNA-53) como el mutado (pcDNA-273) 

fueron linearizados con la enzima de restricción Nhe-1 antes de ser transfectados a las 

células. Para obtener el vector pcDNA se realizó una doble digestión del plásmido pcDNA-

53 usando las enzimas de restricción Hind ID y Xba 1 para eliminar el gen p53 clonado 

dentro del poliligador del plásmido. Se corrió el ADN digerido en un gel al 2o/o de agarosa 

de bajo punto de ebullición y el ADN de las bandas identificadas como las de doble 

digestión fue recuperado y limpiado con perlas de vidrio y concentrado a l µg / µI antes de 

ser electroporado. 

Las células Jurkat fueron eletroporadas aplicando un sólo pulso de 0.5 ms de 600 V 

(25 uFd), como está reponado (Xia y Liber. 1995; Dinchunk et.al., 1992). Por su pane los 

linfocitos. después de realizar un c;:urva para encontrar las condicones óptimas. fueron 

electroporados mediante la aplicación de un solo pulso 0.5 ms a 1.25 kV (25 uFd). 

Aplicado el pulso. las celdas fueron colocadas en hielo durante 1 O minutos para 

acelerar la recuperación de las membranas celulares. Posteriormente las células fueron 

mezcladas con 5 mi de medio de cultivo a 37ºC (Andreason y Evans,1988; Xia y Liber. 

1995) y se incubaron durante 24 horas a las condiciones ya mencionadas antes de 

cambiarles el medio nuevamente. 
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Tr•t•mientos con •rsenito de sodio. 

Se preparó una solución madre estéril de arsenito de sodio (10 mg/ml) y por 

diluciones en volumenes adecuados se obtuvieron las concentraciones finales deseadas. Se 

cultivaron 1 millón de células durante 24 horas en su medio correspondiente, para luego 

añadirles varias concentraciones de arsénico: 0.1, 1, 10, 25, y 50 µM y se dejaron los 

cultivos por 24 y 48 horas más, para luego medir la viabilidad por exclusión de azul tripano 

yFDA. 

Análisis de citotoJlicidad. 

La viabilidad celular fue determinada después de concluir cada tratamiento usando 

los ensayos de exclusión por azul tripano y el de diacetato de fluoresceína (FDA)/bromuro 

de etidio (BrEt), este último para demostrar que la muerte celular no se debe a alteraciones 

membranales. Brevemente, de una solución que contiene 30 µl de FDA en acetona 

(5mg/ml), 200 µl de EtBr en una solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS) (200 

µg/ml), y 4.8 mi de PBS, se toman 25 µl y se mezclan con 25 de las células previamente 

centrifugadas y resuspendidas en lml de PBS. Esta mezcla se gotea sobre una laminilla y se 

distribuye con un cubreobjetos. Se leen 100 células en un microscopio de fluorescencia, las 

células vivas presentan un color verde fluorescente mientras que las células muertas 

presentan los núcleos celulares teñidos de color anaranjado (Hartmann y Speit, 1996; 

Strauss, 1991). La viabilidad por exclusión de azul tripano se realizó tomando 20 µI del 

resuspendido celular y mezclándolo con 1 mi de este colorante (diluido 1: 10 en medio 

RPMI). Se cuenta en hematocitómetro el número y Ja viabilidad de las células recuperadas. 
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Cuantificación de la proteína p53 por Western-blot. 

Después del tratamiento con arsénico las células fueron cosechadas y los núcleos 

preparados para la extracción de proteina como lo describe Blatenner y colaboradores 

(1994). con algunas modificaciones. Brevemente, los núcleos f"ueron lisados en una 

solución salina amoniguadora de f"osf"atos que contenía 1% NP4SO, 0.5% de deoxicolato de 

sodio, 0.1% SOS, 3 mM de PMSF, 20 µg/ml de aprotinina y 10 µg/ml de onovanadato de 

sodio. Para la realización del Western blot, SO micrograrnos de proteina f"ueron calentados 

por S minutos en una solución amoniguadora de muestra para corrimiento (2%SDS, 80 

mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 5% 2-beta mercaptoetanol, 0.01% azul de bromof"enol), 

posteriormente f"ueron separadas en un gel al 10% de SDS-poliacrilamida y transf"eridas a 

una membrana de nitrocelulosa. La membrana f"ue bloqueada con leche en polvo al 5% en 

TBS, posterioremente f"ue incubada con 1· µg/ml del anticuerpo anti-p53 (Santa Cruz 

Biotechnology) por 2 horas. El blot f"ue lavado tres veces durante 10 minutos cada una con 

Tween al O. 1% en TBS, las membranas entonces fueron incubadas con un anticuerpo anti

p53 obtenido de ratón acoplado a peroxidasa (Arnersham) diluido 1 :2000 por una hora. La 

membrana nuevamente f"ue lavada en tres ocasiones de 10 minutos, el blot f"ue desarrollado 

por el método ECL (Arnersham) y expuesto a una placa de rayos X. 

Estadística. 

Los resultados de viabilidad f"ueron sometido a un estudio estadístico por ANOV A 

con corrección de Bonf"erroni para buscar si babia dif"erencias significativas. 
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XI.- RESULTADOS 

1.- Erecto del •r•enito de sodio en 1• vi•bilidad celul•r. 

Se determinaron los efectos del arsenito de sodio a distintas concentraciones, 

(0.001, 0.01, O. I, J, JO y 25 µM) sobre la viabilidad de los linfocitos humanos de la sangre 

periférica, durante 24 y 48 horas de tratamiento, mediante el ensayo de e>Cclusión por azul 

tripano. Como se puede observar en la tabla 1, en ambos casos, la viabilidad comienza a 

bajar significativamente a panir de la concentración 1 µM. Siguiendo el mismo protocolo, 

pero únicamente por 24 horas y con concentraciones de O. 1, 1, JO, 25 y SO µM se trataron 

dos líneas celulares linfoides, una línea de células T humanas transformadas denominada 

Jurkat y linfocitos B de sangre periférica humana transformados con el virus de Epstein 

Barr, lo cual los hace una línea celular linfoblastoide (LCL-EBV). Como se observó con 

los linfocitos de la sangre periférica, la viabilidad en ambas lineas va decreciendo conforme 

se incrementan las concentraciones de arsenito de sodio, las células Jurkat son más 

sensibles al tratamiento (Figura 1,). Por su parte, la línea celular LCL-EBV tiene un 

componamiento de sobrevivencia similar a la de los linfocitos de sangre periférica en las 

primeras concentraciones pero, a partir de 10 µM, la viabilidad empieza a disminuir. 

2.- Detección de I• proteína supresora p!53 en las células tratadas con arsenito de 

sodio. 

Entre las diversas funciones que se le han adjudicado al gen supresor de tumores 

p53 se encuentra el control de la proliferación celular así como su panicipación en el 

proceso de muene celular programada. Se ha reponado que en cultivos de células 
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pulmonares humanas tratadas con arsénico. se producen cambios en el patrón de 

metilación del promotor de p53 (Mass y Wang. 1996). Se determinó en los cultivos de 

células Jurkat y LCL-EBV. mediante la técnica de Western blott.. si el tratamiento con 

arsenito de sodio tenía algún efecto en cuanto a la inducción en los niveles de la proteína 

p53 ( Figura 3 ). El tratamiento de las células LCL-EBV con arsenito produjo un 

incremento en los niveles de la proteina p53. con un componamiento dosis-respuesta ( 

Figura 3a ). siendo la máxima inducción a la concentración 25 µM. Por su parte. las células 

Jurkat también mostraron esta respuesta con una conducta dosis-respuesta y la máxima 

inducción resultó ser a la concentración lµM (Figura 3b). Las señales obtenidas en los 

Western-blots fueron cuantificadas con un programa de análisis de imágenes (CollageTM 

versión 2.0 ). Se observó un incremento en la intensidad de las bandas de 4.09 veces mayor 

con 25 µM en las células LCL-EBV y d~ 0.39 veces a 1 µM en la línea Jurkat con 

respecto a la de sus controles. 

3.- Efectos del arsenito de sodio en los linfocitos y las células jurkat electroporadas 

con la forma silvestre y mutada de p53. 

Para entender un poco más la relación que tiene la proteína p53 con los efectos 

observados por el tratamiento con arsenito de sodio y valiéndonos de la electroporación 

como una herramienta para introducir genes a las células. se realizaron las transfecciones 

en los linfocitos humanos y en las células Jurkat con una versión normal y una versión 

mutada del gen p53 clonadas en el vector plasmídico pcDNA-1 (Figura 2). que tiene dos 

fuertes promotores que aseguran la transcripción del gen p53. La diferencia entre el 
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plásmido con el gen normal (pcDNA-53) y el plásmido con el gen alterado (pcDNA-273) 

es la substitución de una histidina por una arginina en la posición 273 .• la proteína mutante 

tiene un efecto dominante sobre la proteína basal.lo cual resulta en que las clonas mutadas 

no pueden detener la proliferación celular (Harlow et.al.. 1985). 

En la literatura. las condiciones de electroporación de linfocitos son muy diversas y 

en ocasiones ambiguas en cuanto al voltaje que debe ser aplicado. Ante esto se realizó una 

curva de electroporación aplicando diferentes voltajes. pero con una misma amplitud y 

capacitancia. En la figura 4 se presenta la curva de viabilidad de los linfocitos de la sangre 

periférica humana. a los cuales se les aplicaron diferentes voltajes. mostrándose el 

promedio de 3 experimentos separados. Se eligió el voltaje 1.25 kV dado que se 

recomienda escoger áquel en el cual la viabilidad se encuentre entre un 25 y 50o/o ( 

Andreason y Evans. 1988 ). Los linfocitos electroporados con la versión normal de p53 

muestran una viabilidad similar a los linfocitos sin transfectar cuando se les trata con 

arsenito de sodio tanto durante 24 como durante 48 horas. Sin embargo. las células 

transfectadas con el gen mutado muestran un incremento significativo en la sensibilidad a 

la citotoxicidad por arsénico a las 24 horas (Figura 5a.). lo cual es mayor a las 48 horas 

(Figura 5b.). 

Por su parte las células Jurkat. cuyas condiciones de electroporación están 

reponadas (Dinchuk et.al.. 1992; Cheng y Hass. 1990 ). al ser transfectadas con el gen 

normal incrementaron su viablidad después del tratamiento con arsenito de sodio por 24 

horas con respecto a las células no transfectadas. En contraste. la viabilidad de las células 
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Jurkat electroporadas con la versión mutada después de la exposición al arsenito resultó 

estar muy por debajo de la presentada por las células transf"ectadascon p53 normal y de las 

células sin electroporar, esta dif"erencia f"ue estadísticamente significativa (Figura 6a,). 

Se decidió medir los ef"ectos citotóxicos del arsenito en las células Jurkat 

electroporadas mediante otra técnica dif"erente a la de azul tripano, eligiéndose el ensayo de 

FDA que se basa en la integridad nuclear y lisosomal (Figura 6b). La sensibilidad de la 

medición es mayor, aunque el comportamiento de vaibilidad de las células electroporadas 

ante la exposición con el arsenito es muy similar a la detectada con azul tripano. 

Finalmente para ver si los ef"ectos citotóxicos del arsenito sobre las células 

transf"ectadas no eran debidos al vector plas~ídico pcDNA-1. se realizó una doble digestión 

enzimática para quitar el gen p53, y el vector fue electroporado tanto en los linf"ocitos 

como en las células Jurkat. Estas f"ueron tratadas con arsenito de sodio durante 24 horas y 

se midió la viabilidad por exclusión de azul tripano. Como se muestra en la figura 7, el 

vector no tuvo ef"ecto. 
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Figura 2. Vector plasmidico pcDNA. Tanto la versión normal como la mutada del gene 
supresor de tumores p53, fueron clonados en dicho vector. La presencia de los promotores 
de citomegalovirus y de SV40 asegura la expresión del gen. La diferencia entre la versión 
silvestre y la mutada es que en esta última, en la posición 273 de una histidina por una 
arginina. Se muestra el sitio de corte de la enzima de restricción Nhe-1. 
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Fi¡:ura 3. EJ1presión de la proteína p53 en las células tratadas con arsenito de sodio. 
La proteína p53 f'ue analizada por Western blot en cultivos de 24 horas en presencia de 
arsenito de sodio a las condiciones indicadas arriba (µM). A) Jurkat; B) LCL-EBV. 
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Tratamiento 

(uM) 

Control 
0.001 
0.01 
0.10 
1.0 

10.0 
25.0 

X: promedio (n•13) 
O.E.: desviación est•ndar 
• p< 0.001 v.s. su control 
• p< 0.001 v.s. su control 
• p< o.os v.s. su control 

2•HORAS 

X O.E. 

100.00 +/- 0.00 
91.37 +/- 3.5' 
ae.•a +/- 2.08 

79.aa· +/- a.•9 
72.67 • +/- 9.02 
84.16. +/- 8.03 
59.97. +/- 3.98 

•&HORAS 

X O.E. 

100.00 +/- 0.00 
a3.a2• +/- 5.17 
73.es• +/- 9.116 
ea.3s• +/- 9.99 
57.14. +/- 9.•1 
51.27. +/- 11.30 
39.19. +/- 10.99 

Tabla 1 Viabilidad a 24 y a 48 horas de los linfocitos de sanare periférica humana tratados 
con arsenito de sodio . 



XII.- DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El efecto citotóxico del arsenito de sodio sobre los linfocitos humanos y las líneas 

celulares linfoides empleadas mostró un comportamiento similar de dosis respuesta, aunque 

con diferencias en cuanto a la sensibilidad que éstas presentan al tratamiento, tal vez debido 

al estatus del gen p53 y de su proteína. Aquellas células con el gen p53 funcional 

sobrellevan mejor los efectos citotóxicos del As que las células que tienen alterado este 

gen, lo cual apoya lo observado en células epiteliales tratadas con As (Salazar et.al., 

comunicación personal). De este modo, los linfocitos de sangre periférica obtenidos de un 

individuo sano (donde se espera que el gen p53 no tenga alteraciones) y las células LCL

EBV, que presentan una función normal de la proteína p53 pese a que una de las proteínas 

de este virus, la BZLF-1, interactúa con ésta (Allday et.al., 1995), tienen una viabilidad 

mayor a la mostrada por la línea celular Jurkat la cual contiene mutaciones heterocigóticas 

para p53 en cuatro codones diferentes: 196, 256, 259 y 260 ( Cheng y Hass, 1990 ; 

Hassapoglidou et.al., 1993; Yamato et.al., 1995). 

La sugerencia de que la proteína p53 se encuentra involucrada en los efectos 

cítotóxicos del arsenito de sodio, también está apoyada por la inducción mostrada en los 

niveles de la proteína p53, tanto de las células LCL-EBV como de las células Jurkat 

cuando fueron tratadas con el arsenito. Las diferencias que existen en estos incrementos 

entre las líneas celulares, así como las de la concentración a la cual se alcanza la máxima 

inducción, sugieren que la estabilización de la proteína p53 varia y es dependiente del tipo 
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celular. Resultando como se esperaba, un mayor nivel de la proteína en la células que 

presentan una versión normal del gene. 

Los resultados de viabilidad tanto de los linf"ocitos de sangre perif"érica como de las 

células Jurkat que f"ueron electroporados apoyan la participación de p53 en los ef"ectos 

observados. Las células transf"ectadas con la versión normal se comportan como las células 

sin electroporar en el caso de los linfocitos o bien incrementan la viabilidad como en las 

células las Jurkat. Esto último tal vez por el restableciemiento del f"enotipo normal, lo cual 

está reponado que ocun·e cuando se reintroduce una f"orma normal del gen p53 a células 

que están alteradas en este gen (Bates, et.al., 1996; Cheng y Hass, 1990). Mientras que la 

viabilidad de las células que f"ueron electroporadas con la versión mutada de p53 mostró ser 

significativamente menor que los control~s y que las células con pcDNA-53. Estas 

dif"erencias en la viabilidad, pudieran deberse a la existencia en el citoplasma de la proteína 

p53 mutada, o normal en caso de la transfección con pcDNA-53, la cual entonces 

competiría con la proteína p53 endógena ( que en el caso de las células Jurkat se encuentra 

mutada) para f"ormar los tetrámeros de la proteína p53 activa,. formandose en el caso de las 

células con pcDNA-273, proteínas alteradas de p53 que no realizaran correctamente sus 

f"unciones. 

No obstante de no poder seleccionar las células que al transfectarse lograron 

incorporar ya sea la versión normal o mutada del gen p53 (dado la carencia de un 

marcador de selección en el vector plasmidico), los cambios observados en la viabilidad de 



las células. que fueron electroporadas nos sugiere, aunque no de manera determinante, que 

esos genes se están introduciendo y expresando. Ni la electroporación ni el vector pcDNA 

influyen de manera importante en la viabilidad de las células al. ser tratadas con arsenito de 

sodio. 

El ensayo por exclusión del azul tripano se basa en la permeabilidad de las 

membranas de las células. f"enómeno que la electroporación altera para permitir la 

introdcción a las células del material exógeno de interés (Weaver, 1995).esto nos llevó a 

pensar que la electroporación podria estar af"ectando la viabilidad celular. De aquí el motivo 

de usar el ensayo de FDA. para determinar este parámetro. 

La proteina p53 está involucrada co~o ya se mencionó, en el punto de monitoreo 

de la f"ase M de las células, donde se detectan errores relacionados con la f"ormación del 

huso mitótico. Se ha observado que las células de mamif"ero que carecen del gen p53 

f"uncional, incrementan su ploidía cuando son cultivadas con drogas que af"ectan este punto 

del ciclo, tales como el nocoduol y la colchicina (Cross et.al., 1995). Se ha sugerido que 

tanto las células con el gen p53 f"uncional como las que no lo presentan, salen de la mitosis 

con igual proporción, sin embargo aquellas con la proteína normal pueden irse hacia 

apoptosis o bien detenerse en la f"ase G 1 . Esto sugiere que en este punto se monitorea la 

ploidía celular y previene que células que han pasado por una mitosis aberrante pase de GI 

a S ( Cross et.al., 1995). Los datos obtenidos en este estudio, indican que el arsenito de 

sodio induce un incremento en los niveles de la proteína p53, lo cual pudiera deberse en 

47 



respuesta a la existencia de cierto tipo de daño indirecto en el ADN. Esta activación puede 

ser producto de la ruptura del huso mitótico durante la mitosis. ya que está reportado que el 

arsénico inhibe la polimerización y la despolimerización de microtúbulos (Ramírez et.al .• 

1997. Dado que el arsénico produce daño al ADN. quizás indirectamente, nosotros 

esperaríamos algún incremento en la expresión de p53 en respuesta a este daño. 

Para finalizar, resulta interesante mencionar que datos obtenidos de linfocitos 

tratados con 1 O ·9 M de arsénico han mostrado un incremento en el índice mitótico. 

Linfocitos de individuos crónicamente expuestos a arsénico a través del agua (aprox.0.4 

mg/l) mostraron un incremento en el número total de linfocitos y en su indice mitótico; 

mientras que un decremento en la cinética de proliferación celular comparada con los 

controles a 72 horas de cultivo fue también observado (Gonsebatt et.al., 1994). Esto 

sugeriría que el arsénico pudiera estar modulando la activación o la inactivación de p53 o 

de otros oncogenes que controlan la proliferación celular. Se requieren entonces más 

estudios acerca de la modulación de la actividad de los oncogenes empleando 

concentraciones bajas de xenobióticos. 
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xm.- PERSPECTIVAS DEL TRABA.JO. 

Dentro de lo que sigue por hacer en este estudio, es seleccionar las células que se 

electroporaran con la versiones normal y la versión mutada del gen p53 con el fin de tener 

una seguridad plena de la introducción y participación de estos genes en los efectos 

inducidos por el arsénico. El análisis del ciclo celular, cuyos experimentos ya están en 

marcha, nos pueden revelar más de cerca los efectos que tiene el arsénico sobre el ciclo y 

definir un poco más el papel que está desempeñando p53 en éstos 

• 
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