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RESUMEN

El estrés oxidante causado por especies reactivas de oxigeno es uno de los
principales factores que dafian a las macromoléculas celulares como lipidos,
proteinas y &cidos nucleicos. Uno de los mecanismos antioxidantes mas
estudiados de defensa celular es el modulado por la ruta Nrf2-Keapl. Nrf2 es un
factor de transcripcion codificado por el gen NFE2L2, que en condiciones
basales se encuentra unido a su represor Keap1, por el contrario, en condiciones
inducidas Nrf2 es liberado y translocado al nucleo celular para encender
diferentes genes de defensa. En su regiébn promotora se han identificado tres
polimorfismos de un solo nucléotido en las posiciones -653y -617, que al parecer
se sitlan en secuencias de union a ciertos factores de trascripcion. Dichos
polimorfismos han sido asociados a diferentes patologias en humanos como

gastritis, nefritis lUpica, Alzheimer entre otras.

Evidencias de estudios in silico, muestran que los SNPs antes mencionados
podrian influenciar la expresion de NFE2L2, impactando directamente en la

actividad de la ruta.

Por lo tanto, en este trabajo evaluamos la influencia de estos polimorfismos sobre
la actividad de la ruta antioxidante Nrf2-Keapl en dos condiciones distintas,
basales e inducidas con tres sustancias, arsénico, sulforafan y, curcumina, el
primero de ellos carcinégeno y los otros dos quimiopreventores. La realizacion
de ensayos tiempo y dosis respuesta sirvieron para estandarizar las condiciones
Optimas subletales de induccién de la ruta. Se determindé la expresién de NFE2L2
y dos de sus genes blanco, HMOX-1 y NQO1 por el método de AACt. Por otro
lado, se determind si estas mismas variantes eran capaces de modular la
capacidad citoprotectora de Nrf2 en una exposicién cronica a arsénico en lineas
celulares. Para los ensayos se utilizaron lineas celulares B-linfoblastoides
establecidas en el laboratorio, utilizando células B de sangre total separadas e
inmortalizadas con virus de Epstein Barr de individuos control con los genotipos
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de interés, -653 GG/GA y -617 CC/AA. La determinacion del genotipo se realiz6
por secuenciacion de Sanger. Los ensayos de expresion se realizaron
extrayendo el RNA con la metodologia de Trizol y posteriormente sintetizando el
cDNA correspondiente. Posteriormente, por medio de RT-PCR se determinaron

los Cts para el célculo de la expresion génica.

Con los ensayos anteriores encontramos una tendencia a la disminucién en la
expresion basal de NFE2L2 en presencia de los alelos menores -653 GA 'y -617
CA en comparaciéon con los homocigotos y heterocigotos. En condiciones
inducidas, la presencia de diferentes genotipos al parecer no tiene influencia
sobre la expresion génica de NFE2L2. En cuanto a la citoproteccién en la
exposicion cronica de iAs, se encontraron diferencias significativas en el

crecimiento celular, presentando diferente sensibilidad dependiente del genotipo.
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INTRODUCCION

1. Estrés oxidante

En los dltimos 20 afios se ha investigado ampliamente acerca del estrés oxidante
(EO), al estudiar diferentes aspectos de las especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés reactive oxigen species), moléculas antioxidantes, y mecanismos
generadores de EO, asi como distintas estrategias para combatirlo. EI EO se
define como el rompimiento del equilibrio entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno y su detoxificacion y es uno de los principales problemas al

cual se enfrentan todos los organismos aerdbicos.

1.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las ROS son especies quimicas producto de una reduccion incompleta de
oxigeno y presentan una gran reactividad debido a los electrones no apareados
gue poseen. Dentro de los principales tipos de ROS (ver figura 1) se encuentran
el anién superéxido, el peréxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo
(Fruehauf y Meyskens, 2007).

1.2. Fuentes enddgenas y exdégenas de ROS

El principal generador endégeno de ROS es la mitocondria debido a la
produccién de radicales superéxido a partir de la fosforilacion oxidativa del
proceso respiratorio, donde se estima que del 1-2% de los electrones forman

radicales superoxido. Otra fuente enddégena de ROS son los peroxisomas,
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Figura 1. Principales especies reactivas de oxigeno. (Tomado y modificado de

www.biotek.com)
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organelos intracelulares que utilizan el oxigeno para producir peréxido de
hidrogeno o superoxido, de acuerdo al tipo celular. Ademas, las células
inflamatorias como los neutrofilos, eosindfilos y macréfagos producen ROS
después de ser activados por agentes como las bacterias, al generar vesiculas

donde se almacena O?y superéxido para combatirlas (Czerska et al. 2015).

Dentro de los factores exdgenos, la radiacion es capaz de generar ROS por
medio de la radidlisis de moléculas de agua difundidas rapidamente en el entorno
celular. Se ha comprobado que la radiacion ionizante es causante de cancer en
multiples ¢6rganos. Por otra parte, los xenobidticos, incluyendo a los
contaminantes ambientales generan EO por su procesamiento metabdlico en

radicales reactivos (Klaunig et al. 2011).

1.3. Dafios celulares causados por ROS

Las especies reactivas de oxigeno son capaces de producir dafios en
macromoléculas celulares como proteinas, lipidos y acidos nucléicos; cuando el
equilibrio entre la generacion de las especies generadas y su eliminacion se
rompe se produce el EO (Klaunig et al. 2011; Marnett, 2000). En el caso de los
lipidos, la peroxidacién de acidos grasos poli-insaturados que contienen mas de
dos dobles enlaces, ocurre cuando las ROS actian dando lugar a radicales
lipidos peroxilo e hidroperoxidos de lipidos. Una vez que empieza el proceso se
ocasiona una reaccion en cadena en la membrana fosfolipidica, a consecuencia
de la cual se forman aldehidos reactivos como el malondialdehido y el 4-hidroxi-
2-nonelal que son capaces de reaccionar con proteinas y acidos nucléicos y
formar aductos, que frecuentemente producen mutaciones en el ADN (Marnett
2000; Ray et al. 2012).

Con respecto a las proteinas, los radicales libres son capaces de dafar los
enlaces peptidicos o las cadenas adyacentes. El ataque por el radical hidroxilo
extrae un atomo de hidrogeno del esqueleto del polipéptido formando un radical

de carbono. Los dafios producidos se traducen en impactos biolégicos como
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inhibicidbn o estimulacién enzimética, dafio a proteinas transportadoras de
membrana, receptores y alteracion en la transduccidn de sefiales intracelulares,
entre otras (Marnett, 2000).

El dafio causado por ROS en el ADN es la principal causa de mutaciones en
organismos Vvivos. Los radicales libres son capaces de atacar a las bases puricas
y pirimidicas, ademas del esqueleto de desoxirribosa. Los dafios producidos por
las ROS implican rompimientos tanto de cadena doble como sencilla,
modificacion de bases y entrecruzamientos. Si este dafio no es reparado
adecuadamente, antes o durante la replicacion celular, puede causar muerte
celular, mutaciones, induccion de la transcripcion, induccion de vias de
sefalizacion, errores en la replicacién, inestabilidad gendmica, entre otros. Estos
eventos celulares tienen como consecuencia la generacion de inestabilidad
gendmica, lo cual puede llevar a la muerte celular o si este proceso falla al
desarrollo de cancer (Fruehauf y Meyskens 2007; Marnett, 2000; Mates et al.
2012).

Los radicales libres se pueden definir como moléculas que contienen uno o mas
electrones desapareados en los orbitales atomicos, los cuales son altamente
reactivos. Los radicales libres derivados del oxigeno representan la clase mas
importante en sistemas vivos (Valko et al. 2007). El hidroxilo es el radical con
mas interaccion con el ADN, mientras que el peroxido de hidrégeno, precursor
del radical hidroxilo es un poco menos reactivo. Se han identificado alrededor de
24 modificaciones en las bases nitrogenadas que conforman al ADN
relacionadas con ROS; de éstas la 8-hidroxi-2’desoxiguanosina (80OHdG) es la
predominante y se debe a la oxidacién de la guanina en la posicién C8. Este
aducto ha sido encontrado en diferentes tejidos, y su presencia en la orina lo
convierte en el principal biomarcador utilizado para medir dafo oxidativo al ADN,
tanto in vivo como in vitro. Agentes como la radiacion ionizante, el humo del
cigarro, metales como el arsénico, hierro y cadmio, quimicos como el tetracloruro

de carbono y cloroformo elevan los niveles de 80OHdG. En padecimientos como
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diabetes, Parkinson, Alzheimer e infeccion crénica por hepatitis C los niveles de
80OHdG se encuentran elevados (Klaunig et al. 2011; Ziech et al. 2010).

En respuesta al EO, las células han desarrollado diversos mecanismos de
defensa, entre los que destaca la ruta antioxidante Nrf2-Keapl (O'Connell y
Hayes, 2015). Al encenderse la via, estudios de microarreglos de expresion y
ChIP muestran la activacion de un gran numero de genes relacionados con
diversos procesos como el metabolismo, genes antioxidantes, detoxificantes y
del sistema inmune por mencionar los mas consistentes (Coérdova et al. 2014;
Chorley et al. 2012; Valko et al. 2006; Valko et al. 2007). La primera linea de
defensa de las células contra el EO, son los sistemas antioxidantes, conformado
por enzimas y proteinas, algunas de ellas activadas a través de Nrf2, como
NAD(P)H:quinone oxidoreductasa-1 (NQO1), glutation S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx), hemo oxigenasa-1 (HMOX-1), glutamato cistein
ligasa (GCL), catalasa y tiorredoxina.

2. Laruta Nrf2-Keaply su regulacion

La ruta Nrf2-Keapl juega un papel clave en la defensa celular contra el EO, pues
su activacion permite el mantenimiento de la homeostasis redox dentro de la

célula (O'Connell y Hayes 2015).

En condiciones basales, el factor de transcripcion Nrf2 se encuentra en el
citoplasma unido a su inhibidor Keapl, que a su vez esta anclado a las fibras de
actina del citoesqueleto celular en forma de homodimero. Bajo estas
condiciones, Nrf2 es ubiquitinado y posteriormente degradado en el proteosoma
26S de manera constante, accion mediada por Keapl. Dicha molécula funciona
como una proteina adaptadora para la Cul3/Rbx1 E3 ubiquitina ligasa. Keapl
contiene un dominio BTB N-terminal que se une a Cul3, y un dominio DGR C-
terminal que se une a Nrf2, lo que permite la degradacion de Nrf2 (Niture, et al.

2013; Kaspar y Jaiswal 2010) (véase figura 2).
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Sin embargo, cuando hay algun estimulo o inductor sobre la ruta, Keapl actua
como un sensor de estrés a través de numerosos residuos de cisteina
localizados en diferentes posiciones de la proteina (principalmente las ubicadas
en las posiciones 273 y 288). En presencia del estrés, las cisteinas son reducidas
y alteran la conformacién de Keapl. Como consecuencia, Nrf2 es liberado de su
represor y escapa de la protedlisis, lo que permite el incremento de los niveles
proteicos de Nrf2 y su traslocacion al nacleo celular. En condiciones basales, la
vida media de Nrf2 es de 7-15 min, mientras que en presencia de inductores ésta
aumenta en un rango de 30-100 minutos (McMahon et al. 2001; Nguyen et al.
2005).

Nrf2 se une a Keapl mediante dos dominios, uno de alta afinidad llamado ETGE
y uno de baja afinidad llamado DLG. El modelo de “pestillo-bisagra” propone que
el sitio de alta afinidad permite la unién entre Nrf2 y Keapl permitiendo un
movimiento libre, mientras que el sitio de unién de baja afinidad impide el
movimiento de Nrf2 y posiciona los residuos de lisina dentro de la region Neh2

para su ubiquitinacion (Tong et al. 2006; Bryan et al. 2013) (véase figura 2).

La actividad de Nrf2 también puede ser regulada por su fosforilacibn mediada
por diversas cinasas, como las MAP cinasas (MAPK, del inglés Mitogen-
activated protein kinases), PI3K/AKT (fosfatidil inositol 3 cinasas), PKC (proteina
cinasa C), GSK3B y ERK. Estas proteinas convierten sefiales extracelulares en
respuestas intracelulares a través de cascadas de fosforilaciones en cadenay
en consecuencia activacion de factores de transcripcion. Estan involucradas en
gran numero de procesos como regulacion de la proliferacion, diferenciacion,
reduccion del estrés y apoptosis (Chang y Karin 2001; Rojo et al. 2012; Bryan et
al. 2013).

Una vez situado en el ndcleo, Nrf2 se une a con otras moléculas, como las Small-
MAF formando heterodimeros que le permiten reconocer secuencias de ADN

especificas en sus diversos genes blanco provocando su activacion

21



Estado basal Estado inducido

.

Citoplasma

Citoproteccion

Transcripcion

Gen blanco

—

Nucleo

Gen blanco

Figura 2. Ruta antioxidante Nrf2-Keapl. En condiciones basales, Nrf2 es reprimido por Keapl
que a su vez estd anclado al citoplasma. Nrf2 es degradado en el proteosoma. Al ser la ruta
inducida, Nrf2 se libera de Keapl, se transloca al nicleo celular para unirse a secuencias ARE
presentes en sus genes blanco promoviendo la transcricién de los mismos. (Tomado y
modificado Slocum et al, 2011; Bryan et al 2013).
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transcripcional. Estos sitios de unién, llamados ARE (del inglés Antioxidant
Response Element), presentan la secuencia consenso TGACnhnnGC (Rushmore
et al.1991).

En estudios de microarreglos, los genes activados por Nrf2 codifican para
proteinas que participan en diferentes procesos celulares, principalmente lineas
de defensa antioxidantes, detoxificantes, del proteosoma, del sistema inmune y
del metabolismo (Thimmulappa et al. 2002; Cordova et al. 2014; Chorley et al.
2012).

2.1. Nrf2

Nrf2 es un factor de transcripcion del tipo bZip (del inglés beta leucin zipper),
miembro de la familia Cap ‘n’ Collar (CNC) de proteinas reguladoras, como NF-
E2, Nrfl, Nrf3, Bachl y Bach2 (Motohashi et al. 2002). Esta proteina se
encuentra altamente conservada entre especies, y es capaz de modular la
respuesta a compuestos electréfilos y oxidantes uniéndose a secuencias
promotoras ARE de genes citoprotectores (Cho, 2013). El gen codificante para
Nrf2 (NFE2L2 del inglés nuclear factor erythroid 2 like 2) se localiza en la regiéon
cromosomica 2g31.2, consta de 2859pb, y su producto protéico se compone de
605 residuos de aminoacidos con un peso de 67.7 kDa (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseqg/rsg/). La proteina tiene 6 dominios
denominados Neh 1-6 (Nrf2 ECH homology). El dominio Neh1 contiene la regién
CNC-bZIP, responsable de la unién especifica al ADN y la dimerizacién con otros
factores de transcripcion. Neh2 es el dominio N-terminal, regulador negativo a
través de su interaccion con Keapl, contiene siete residuos de lisina que al ser
conjugados con la ubiquitina resulta en la degradacion de Nrf2 en el proteosoma
26S. Neh3 es indispensable para la activacion transcripcional reclutando a un
coactivador, CHD®6, cuya funcion no es clara hasta la fecha. Neh4 y Nehb5, ricos
en residuos acidos, actian sinérgicamente para unirse al coactivador CBP

(CREB-binding protein) y activar la transcripcion. Neh6 contiene numerosos
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residuos de serina, pero su funcién no es clara. Nrf2 principalmente es regulado
por su inhibidor Keapl, manteniéndolo en niveles bajos en ausencia de estimulos

gue desencadenen su liberacion (ver figura 3).

2.2. Keapl

La proteina Keapl (Kelch-like ECH associated protein 1) esta compuesta por
624 aminoéacidos con cinco dominios principales: una regiéon N-terminal (NTR),
un dominio BTB de dimerizacion (Broad-Complex, Tramtrack, and Bric a’ brac)
evolutivamente conservado que se encuentra en las proteinas de union a actina
y factores de transcripcién de dedos de zinc, que participa en la unién a Rbx1 de
Cul3 y en la formacion de homodimeros; un dominio IVR rico en cisteinas
(intervening region) de union central que participa también en la union de Rbx1
y Cul3 y un dominio Kelch con seis repetidos a través del cual se une a Nrf2.
Keapl es una proteina rica en cisteinas, con 27 de estos residuos. Al menos 10
de estas cisteinas se han identificado como reactivas en contra de diversas
moléculas, por lo que se han propuesto como el mecanismo a traves del cual
Keapl censa el ambiente oxidante a su alrededor (figura 4) (Baird and Dinkova-
Kostova 2011; Zhao et al. 2010). El gen KEAP1 se encuentra localizado en el
cromosoma 19p13.2, tiene 9 exones y su producto protéico consta de 624

residuos de aminoécidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9817).
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Nrf2

DLG ETGF
Neh2 Neh4| Neh5| Neh7 | Neh& | Neh1 | Neh3
Dominio de Sitio de union

Sitio de unién a
Keapl

transactivacion

a DNA

Figura 3. Estructura del gen codificante para Nrf2. El gen posee siete dominios diferentes, el

Neh2 es el sitio de union a Keapl, el Neh5 es el dominio de transactivaciéon y el Nehl el de
unién a DNA. (Tomado y modificado de No et al. 2014).
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Keap1

Cys Cys Cys
BTB VR Kelch
Sitio de unién a Sensor a Sitio de unién a
Cul3 ROS Nrf2

Figura 4. Estructura del gen codificante para Keapl. El gen consta de tres regiones, el BTB que
es el responsable de la unién a Cul3, el IVR que es el senros para las especies reactivas de
oxigeno y el Kelch, que el el sitio donde se une a Nrf2. (Tomado y modificado de No et al.
2014).
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2.3. Secuencias ARE

La secuencia del elemento de respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en
inglés) son sitios de unién especificos para Nrf2, con la secuencia consenso
TGACNhNnnGC, situados en la region promotora de los genes regulados por Nrf2,
(Venugopal and Jaiswal 1996). Esta secuencia consenso fue reportada en 1991
por Rushmore y cols. en los genes codificantes para la Glutation-S-transferasa y
la NADPH quinona reductasa en ratones, en respuesta a peroxido de hidrogeno
y antioxidantes fendlicos, sugiriendo ademas la activacion de genes de
respuesta a EO en células eucariotas (Rushmore, Morton, and Pickett 1991). La
secuencia ARE media la activacion transcripcional de enzimas como por ejemplo
las del metabolismo de fase Il en respuesta al EO, como GSTAL, NQO1, GCL
(Nguyen et al. 2000).

2.4. Regulacion transcripcional de la ruta Nrf2-Keapl

Existe una controversia acerca de la regulacion transcripcional de Nrf2. En
modelos animales se reporta un aumento del mensajero al inducir la ruta con
sustancias como D3T y oltipraz (Ramos-Gomez et al. 2001; Kwak et al. 2001),
mientras que en células humanas dicho efecto no ha sido evidenciado
claramente. Esto habla de la complejidad en el proceso de regulacién de este
factor de trascripcion, es decir, se puede dar a diferentes niveles
simultdneamente. Interesantemente, en la region promotora de NFE2L2 se
localiz6 una secuencia ARE-like, sugiriendo una autorregulacion positiva (Kwak
et al. 2002).

2.5. Inductores de la ruta Nrf2-Keapl

Uno de los rasgos mas importantes de la ruta de sefalizacion Nrf2-Keapl es su
capacidad para responder en presencia de sustancias tdéxicas o protectoras.

Ejemplificando a los inductores toxicos tenemos, a los derivados de
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benzopirenos, gases de combustion y metales pesados como el arsénico, entre

otros.

El arsénico es un metaloide que en su forma inorganica (iAs) se encuentra en la
naturaleza en el agua de diversas regiones en el mundo, y ha sido catalogado
como carcindégeno tipo | (sustancia que ha presentado evidencia suficiente de
provocar cancer en seres humanos). El iAs puede presentarse en diferentes
estados de oxidacion, tri y pentavalente, siendo el primero el mas téxico. En el
organismo, las enzimas encargadas de la metilacion del iAs para su posterior
excrecion via urinaria, son la S-adenosil metionina (SAM) y la metil-transferasa
As3m, también conocida como Cyt19 (arsenic +3 metil transferasa) (Walton et
al. 2003). Uno de los mecanismos mas estudiados por los cuales el iAs causa
dafio es la generacion de ROS, como el anién superoxido, radicales hidroxilo,
perdxido de hidrégeno y especies reactivas de nitrégeno (Kessel et al. 2002). El
mecanismo por el cual se forman auln no es claro, pero probablemente sea en la

oxidacién de arsenito (AsOz)* a arseniato (AsO4)* (Del Razo et al. 2001).

En México, existen reservorios naturales de iAs en la comarca lagunera que
abarca los estados de Coahuila y Durango. En diferentes partes del mundo,
existen casos reportados de distintos tipos de cancer como de piel, pulmon,
higado y vejiga en personas que ingieren el agua contaminada con arsénico
(Fernandez et al. 2012). La propuesta establecida para la generacién de cancer
por este metaloide es mediante la produccién de ROS causando estrés oxidativo
y por lo tanto dafio al ADN, como se mencion6 anteriormente. Ademas hay
evidencias del cambio de expresion génica ocasionado por iAs en personas que
beben agua contaminada, principalmente en procesos inmunes, crecimiento

celular, regulacion del ciclo celular y diabetes (Andrew et al. 2008).

Contrario a los carcinégenos, existen sustancias protectoras que también son
capaces de activar a la ruta, pero sin causar dafio celular. Estas sustancias son
los quimiopreventores, capaces de prevenir, retardar o erradicar en algunos
casos el cancer, por lo cual su estudio ha tenido mucho auge en los ultimos afios

(Hu et al. 2010). Los quimiopreventores pueden ser de origen natural (también
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conocidos como fitoquimicos) o sintéticos, los primeros se encuentran en los
alimentos. Los quimiopreventores se clasifican en varias categorias de acuerdo
a sus grupos quimicos funcionales, como los isotiocianatos, ditioltionas,
dialilsulfurados y fendlicos (Tabla 1) (Hu et al. 2010; Zhao et al. 2010; Surh et al.
2008). Algunos ejemplos son el sulforafan encontrado en cruciferas y la
curcumina en el curry. Estos compuestos pueden proteger contra los efectos
nocivos de ciertos carcindgenos, aumentando la viabilidad celular e incluso hay
casos de una reversion del cancer, producto de la capacidad antioxidante,
desintoxicante, proapoptética, de arresto del ciclo celular, entre otros. Algunos
guimiopreventores encienden la ruta Nrf2-Keapl, pero sin producir dafio. En este
tema hay un debate acerca de su efecto, pues al utilizarse en concentraciones
altas en experimentos in vitro son capaces de ocasionar muerte celular incluso

en células normales (Kensler y Wakabayashi 2010).

Entre los quimiopreventores de origen natural el sulforafdn y la curcumina son
dos de los mas estudiados. El sulforafan es un isotiocianato proveniente de
vegetales como las cruciferas, con la capacidad de activar enzimas
detoxificantes y antioxidantes a través de la via de Nrf2-Keapl. El sulforafan
modula la activacion de MAP cinasas y reacciona directamente con las cisteinas
sensoras de Keapl, lo que provoca la translocacion nuclear de Nrf2 (Hong et al.
2005; Surh et al. 2008).

La curcumina es un quimiopreventor encontrado en las raices del tubérculo de
la Curcuma longa utilizado como especia en diferentes tipos de cocina. Al igual
que en el caso del sulforafan, las propiedades quimiopreventoras de la
curcumina dependen en gran medida de la activacion de la ruta Nrf2-Keapl. De
esta forma, en modelos animales y celulares, la curcumina modifica los grupos
tiol de Keapl y provoca la liberaciébn de Nrf2, con lo que se incrementan los
niveles proteicos de Nrf2, asi como su traslocacion al nucleo celular. (Shehzad
et al. 2010; Zhou et al. 2011).
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos quimiopreventores y la fuente de obtencidn.

Categoria  Producto natural Estructura Fuente
Izothio -cyanates Sulfaraphane
9
.e‘EWNcg
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5
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Tomado y modificado de Zhao et al 2010.



2.6. Importancia de la ruta Nrf2-Keapl: modelos animales y celulares

La ruta Nrf2-Keapl ha cobrado gran importancia en los tltimos afios en el estudio
de enfermedades causadas por estrés oxidativo. En la Gltima década, tres cepas
de ratones deficientes en Nrf2 (KO, por sus siglas en inglés: knock out) han sido
desarrolladas por diferentes grupos de investigacion, ademas de 124 lineas
celulares, lo que ha contribuido de manera determinante en el conocimiento de
esta ruta antioxidante (Chan et al. 1996; Itoh et al. 1997; Martin et al. 1998). En
la figura 5 se muestran los estudios en ratones ko para Nrf2, los cuales han
ayudado a dilucidar algunos padecimientos en humanos, donde solo en dos
trabajos se han encontrado resultados discordantes, aterosclerosis y
adenocarcinoma de pulmén (Cho, 2013).

La delecion germinal de Nrf2 en ratones confiere un incremento en la
susceptibilidad a desarrollar diversas enfermedades. Es importante sefialar que
los ratones ko para nrf2 presentan una menor cantidad de enzimas
metabolizadoras y genes detoxificantes (Enomoto et al. 2001). Ademas, al
administrar un carcinégeno como el benzopireno y después un gquimiopreventor
sintético como el oltipraz, el nUmero de tumores géastricos en ratones wild-type
disminuye en comparacién con los animales ko para nrf2 con el mismo
tratamiento. Dicho estudio sefiala que en ausencia de nrf2, el quimiopreventor
no presenta efecto protector alguno contra el carcinégeno, lo cual hace evidente
la importancia de la ruta Nrf2-Keapl para el efecto quimiopreventor del oltipraz
(Ramos-Gomez et al. 2001).

En hepatocitos murinos, al activar la ruta con sulforafan previo a la administracion
de arsénico, la cantidad del metaloide disminuye intracelularmente y la viabilidad
es mayor al administrar este quimiopreventor en concentraciones crecientes de
IAs (Shinkai et al. 2006).

Es importante hacer notar que la homologia del gen que codifica para Nrf2 entre
el humano y el chimpancé o el mono Rhesus es del 98-99%, mientras que con

el pez zebra es del 49 al 54%. La homologia de la proteina entre humanos y
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roedores es del 83%, pero las regiones 5’UTR son sustancialmente diferentes
(114 pb en humanos, 233 en ratones y 82 en rata) (Cho, 2013).

3. Variantes génicas

El genoma humano estd compuesto por cerca de tres billones de bases
nucleotidicas que codifican para alrededor de 30 mil genes distintos
(International Genome Sequencing Consortium, 2004). A lo largo de su
secuencia de han descrito variaciones de diferentes clases, que se describen a

continuacion.

3.1. Definicion

Podemos definir a las variantes génicas como la presencia de un nuevo alelo en
la descendencia que esta en los progenitores y es potencialmente heredable a
la siguiente generacion (Twfieg y Teare 2011). Las variantes en una poblacién
mayores al 1% se denominan polimorfismos, debajo de ese porcentaje se les
llama variantes raras. Aunque la gran mayoria de los polimorfismos se
comparten entre poblaciones es evidente que algunos son especificos de cada
una dependiendo, por ejemplo, de la regidén continental de donde sean originarios
y/o que compartan historia reciente. Debido a esta caracteristica es posible
identificar grupos de marcadores que pueden utilizarse para estudios de
mestizaje entre poblaciones. En algunas circunstancias se utilizan para mapear
genes gue tengan un efecto diferencial en alguna patologia en poblaciones
distintas (Orr y Chanock 2008).

Existen diferentes tipos de polimorfismos, como los microsatélites (STRs, short
tandem repeats), los SNPs (single nucleotide polymorphisms), los VNTRs

(variable nucleotide tandem repeats) y los CNVs (copy number variants).
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Figura 5. Estudios realizados en ratones ko para Nrf2 correlacionados con patologias en
humanos. Tomado y modificado de Cho, 2013.
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3.2. Clasificacion

Los SNPs por lo general son bialélicos se encuentran en alta densidad a lo largo
del genoma y su identificacion es relativamente sencilla, razén por la cual son
ampliamente utilizados en estudios genéticos y consisten en la sustitucién de un
solo nucleétido (Twfieg y Teare 2011). El nimero de SNPs reportados a lo largo
del genoma humano es cercano a los 37 millones (Marian, 2012). Las
sustituciones de nucleotidos en el genoma tienen el potencial para contribuir
directamente en una patologia, dependiendo de su posicidn. Existen diferentes
tipos de SNPs dependiendo de la region génica en que se localicen. En el caso
de los situados en la region codificante pueden clasificarse en: sinénimos, si el
cambio de nucleétido no causa el cambio del aminoacido para la que codifica el
triplete de nucleétidos, y no sinénimos, donde el cambio de nucledtido si produce
el cambio del aminoacido. Existen también los SNPs codificantes que pueden
alterar la lectura de la secuencia de nucleétidos y por lo tanto producir un cambio
en la proteina como el introducir un codén de paro que produzca una proteina
truncada. Los SNPs pueden encontrarse también en regiones no codificantes,
como en intrones, regiones reguladoras de los genes, en regiones 5’ 0 3’ UTR o
en regiones distantes, donde alteran principalmente la regulacion génica, como
la tasa de transcripcion del ARN mensajero y por lo tanto de la cantidad de
proteina codificada. En algunos casos, su efecto puede ser de riesgo o

proteccion en algunas patologias.

Los microsatélites o STRs son variaciones de repetidos de 2-4 nucleétidos
mientras que los minisatélites o VNTRs constan de 10-100 nucleétidos. Los
microsatélites generalmente consisten en repetidos de dos nucleétidos cuyo
namero varia de individuo a individuo y de ahi su utilidad. Estos polimorfismos
son altamente heterogéneos en las poblaciones y se utilizan cominmente con
propésitos de mapeo genético para establecer parentescos (Orr y Chanock
2008; Twfieg y Teare 2011).

Los CNVs son variantes estructurales de un tamafio que va desde las 1000 pares

de bases hasta varias megabases. Estas pueden tener deleciones o
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duplicaciones que alteran segmentos del genoma diploide. El efecto biolégico de
un CNV depende del numero de copias que presente y la localizacion en el
cromosoma o de los elementos regulatorios que contenga. Dichas variantes
pueden comprender genes completos incluyendo sus regiones promotoras, lo

que tiene un efecto directo en el fenotipo.

3.3. Importancia en el desarrollo de enfermedades

Como se menciond anteriormente, los SNPs no sindénimos pueden tener un
fuerte impacto en la actividad de la proteina, y por lo tanto desempefiar un papel
importante en el desarrollo de diferentes padecimientos humanos. Por otra parte,
los SNPs localizados en intrones, regiones reguladoras y sitios distantes del gen
también pueden ser importantes en cuanto a la regulacién génica. Por ejemplo,
el alelo menor de un SNP ubicado en la regiéon 3’'UTR del gen codificante para
protrombina, incrementa su expresion y los portadores del alelo menor presentan
un riesgo mayor para desarrollar trombosis venosa (Poort et al. 1996). Es
importante hacer notar que la mayoria de las variantes tipo SNP asociadas con

enfermedades en humanos se encuentran en la region promotora del gen.

En el caso de los CNVs, algunas enfermedades asociadas son la esquizofrenia
y el autismo en donde alrededor del 5% de las variantes encontradas son de

este tipo, en poco menos de 12 sitios genémicos (Cook y Scherer 2008).

3.4. Variantes de Nrf2 y su efecto funcional

Estudios de secuenciacion en NFE2L2 han identificado diversos polimorfismos
de un solo nucleotido (SNPs) a lo largo del gen (Yamamoto et al. 2004; Marzec
et al. 2007). En el caso especifico de los SNPs -653GA, -651GA y -617CA,
localizados en el promotor de NFE2L2, estudios in vitro han demostrado su
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capacidad para alterar la actividad del promotor en condiciones basales.
Estudios in silico sugieren que estos SNPs se ubican en sitios de union para
factores de transcripcion como AP-1 y MZF, asi como para el propio Nrf2,
(Marzec et al. 2007).

Recientemente se han realizado estudios de asociacién genética con algunos de
estos polimorfismos. Por ejemplo, el SNP -617CA se ha asociado con un
incremento en el riesgo a padecer dafio agudo a pulmén en poblacion europea
y Africo-Americana (Marzec et al. 2007). En poblacién japonesa, un haplotipo
gue contiene al SNP -617A se asocié con un decaimiento en el volumen rapido
de expiracion forzada en personas fumadoras (Masuko et al. 2011). En
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la presencia de un haplotipo con los
SNPs -653GA, -651GA y -617CA predispone a un incremento en fallas
respiratorias en pacientes de origen aleman (Hua et al. 2010). Otros SNPs en
regiones intronicas de NFE2L2 han sido asociados con un menor volumen rapido
de expiracion forzada en un segundo en dos cohortes holandesas en personas

gue nunca habian fumado (Siedlinski et al. 2009).

Varios estudios en poblacion japonesa han asociado los SNPs -653GA 'y -617CA
con el riesgo a padecer cancer en relacion con infecciones por Helicobacter pylori

y colitis ulcerativa (Arisawa et al. 2007; Arisawa et al. 2008).

En enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, el SNP
-653GA se asoci6 con nefritis en mujeres mestizas Mexicanas (Cordova et al.
2010). Por otro lado, el polimorfismo -617CA aumenta el riesgo a padecer vitiligo

en poblacion asiatica de China (Guan et al. 2008).

En un estudio en mujeres postmenopausicas, el SNP -617CA modifica el riesgo
a padecer tromboembolismo venoso ocasionado por la administracion de

estrogenos orales en mujeres francesas (Bouligand et al. 2011).

Se sabe que en las enfermedades neurodegenerativas, el estrés oxidativo juega

un papel importante en el deterioro neuronal. En la enfermedad de Parkinson, se
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encontré un haplotipo protector de 5 SNPs que contenian los de la region
promotora de NFE2L2, -653GA, -651GA y -617CA en poblacién polaca y sueca
(von Otter et al. 2010). Este mismo grupo, reportd un haplotipo asociado con un

inicio temprano de 2 afos en la enfermedad de Alzheimer (von Otter et al. 2010).
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JUSTIFICACION

El estrés oxidante generado por especies reactivas de oxigeno es un importante
agente causal de dafio a moléculas celulares vitales como proteinas, lipidos y
ADN; ademas de asociarse al desarrollo de diversas patologias humanas como
el cancer. La via de sefalizacion Nrf2-Keapl es uno de los mecanismos
antioxidantes mas importantes que poseen las células para combatir al estrés
oxidativo. Los SNPs funcionales -653AG y -617CA, ubicados en la regién
promotora del gen que codifica para Nrf2, disminuyen la actividad del promotor
y se asocian a la susceptibilidad para desarrollar padecimientos como gastritis
cronica, dafio agudo al pulmén, nefritis lUpica, entre otros. Por lo tanto,
consideramos importante analizar si la presencia de dichos SNPs en la regién
promotora de NFE2L2 afecta los niveles de mRNA de este gen en condiciones
basales o inducidas, y si esto influye en la actividad de la ruta y en la

citoproteccion.
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OBJETIVO GENERAL

e Determinar si la activacion de la ruta Nrf2-Keapl inducida por arsénico,
sulforafan y curcumina es modulada por la presencia de diferentes

polimorfismos en NFE2L2

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar si los distintos genotipos del gen NFEF2L2 modifican la

expresion del mRNA, tanto en sus niveles basales como inducidos

e Identificar el efecto de los distintos genotipos del gen NFEF2L2 sobre la

activacion de la ruta

e Determinar si los SNPs -653GA y -617CA modulan la capacidad

citoprotectora de Nrf2
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ESTRATEGIA GENERAL
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MATERIAL Y METODOS

1. Obtencién de muestras sanguineas

Se obtuvieron muestras de sangre total de individuos sanos voluntarios
provenientes del banco de sangre del Instituto Nacional de Pediatria. La
coleccion se realizd6 de concentrados leucocitarios con EDTA como
anticoagulante. La muestra se dividi6 en dos partes, una para extraccion de

linfocitos y la otra para extraccion de DNA.

2. Extraccioén de linfocitos

Los linfocitos fueron extraidos con un gradiente de Ficoll, con una solucion
comercial, (Lymphoprep, Axis shield) siguiendo las instrucciones del fabricante
en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar vertical. Se tomaron
5mL de sangre total y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min para separar
a las células blancas, que se aspiraron y se mezclaron con 5ml de solucién
Hanks. Una vez homogenizada la suspension celular, se decantd
cuidadosamente sobre el Lymphoprep. Posteriormente se centrifugé a 2500 rpm
durante 30 min, promoviendo la formacion de tres fases: una superior acuosa, la
intermedia de células blancas y la de eritrocitos en la parte inferior. La capa de
células blancas fue retirada cuidadosamente con una pipeta pasteur y transferida
a un tubo limpio. Las células recuperadas fueron lavadas al llevar el volumen
obtenido hasta 8 mL con solucion Hanks. Después de agitar suavemente las
muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. Posteriormente, se

decantd el sobrenadante y se repitié el lavado con 8mL de solucion Hanks.
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Finalmente, el botén se resuspendié en 5 mL de solucion Hanks para su posterior

conteo y determinacién de viabilidad celular.

3. Obtencioén de lineas celulares

De los linfocitos extraidos con Lymphoprep, se tomaron 10x10° células y se
incubaron en medio RPMI suplementado al 15% de suero fetal bovino y se les
agrego fitohemaglutinina para inducir la proliferacion linfocitaria y sobrenadante
viral de Epstein Barr para lograr la obtencion de lineas celulares B-linfoblastoides
inmortalizadas. Se agregd 75% de una solucion comercial del virus de Epstein
Barr (VEB) (cepa 1492 de ATCC) y 1pg/mL de ciclosporina A para disminuir la
citotoxicidad. La solucién se resuspendié suavemente junto con las células y se
incubd a 37°C y 5% de COa2. Las células se dejaron en estas condiciones por
una semana revisandose diariamente, después de este periodo se comenzaron
a retirar las células muertas y agregar medio de cultivo al momento en el cual el
crecimiento celular produjo el viraje del medio a un color amarillo. La
inmortalizacion fue un proceso largo, aproximadamente de 2-3 meses donde el
namero celular se disminuyé considerablemente hasta lograr la proliferacién de
los linfocitos inmortales. La morfologia y la proliferacién celular son indicadores
de una inmortalizacién exitosa, donde la observacion de prolongaciones
membranales, el aumento de tamafio, el cambio de pH del medio de cultivo y la

formacion de cumulos son indicativos de dicho proceso.

4. Propagacion y mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares se propagaron y mantuvieron a 37°C y 5% de COz en medio
RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), el cual fue renovado
cada tercer dia cultivando de 300-500 mil células por mililitro de medio. La
formacion de cumulos y el cambio de pH del medio (cambio de color naranja a

amarillo) fue indicador de una buena proliferacion. La viabilidad y el conteo se
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realizaron dos veces por semana para mantener el cultivo en buenas
condiciones. Las células se almacenaron en nitrogeno liquido para su
preservacion en medio de cultivo y 10% de DMSO a una densidad de 5x10°

céls/mL.

5. Extraccion de DNA

El DNA se extrajo a partir de 5mL de sangre total con un kit comercial de
columnas de afinidad siguiendo las indicaciones del fabricante (Qiagen, Foster,
California, USA). Brevemente, la muestra sanguinea se centrifugd a 2500 rpm
durante 10 min, donde se obtuvieron las siguientes tres fases: una fase superior
conformada por el plasma, la fase intermedia de células blancas y una fase
inferior de eritrocitos. El boton de células blancas fue colocado en un tubo nuevo
de 50mL donde se agregaron 500 uL de proteasa (proteinasa K) y 12 mL de
buffer AL a la suspensién celular agitando vigorosamente en un vortex. Para
permitir la completa lisis celular se incub6 a 70°C por 10 min. Posteriormente el
homogenizado celular se transfirid a la columna de afinidad dentro de un tubo de
50mL y se centrifugé a 3000 rpm durante 3 min. Después de decantar los
desechos celulares, la columna fue lavada primeramente con 5 mL de
amortiguador AW1 y posteriormente con 5 ml de amortiguador AW2. En el primer
caso las columnas fueron centrifugadas a 5000 rpm por 1min y sin decantar el
primer amortiguador, se agregd el segundo para centrifugar las columnas
durante 15min. Posteriormente, la columna se transfirié a un tubo nuevo donde
el DNA fue eluido con 1 mL de buffer TE al incubar 5min a temperatura ambiente
(TA) y centrifugando 5 min a 5000 rpm. Finalmente, el DNA fue colectado y
cuantificado por espectrometria en el instrumento Nanodrop. Se hicieron
diluciones de trabajo a una concentracion de 100 ng/uL. Las diluciones fueron

almacenadas a 4°C y los stocks a -80°C.
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6. Genotipificacion

Para conocer el genotipo de las muestras, a partir del DNA extraido
primeramente se realizé una PCR de punto final con oligonucleoétidos disefiados
para abarcar la region promotora donde se sitlan los SNPs de interés (-617 vy -
653): For 5-TTCCCGTTTTTCTCCCAGC-3 y Rev 5’-
TTCGCAGTCACCCTGAACG-3'. El protocolo de amplificacion fue el siguiente:
la reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 50 uL con 2.5 uL
de buffer de reaccion 10X, 2 mM de MgClz, 200mM de dNTPs, oligonucledtidos
100 nM, 100 ng/uL de DNA gendmico y 1.25 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems). El termociclado fue el siguiente: 94°C/10min; 94°C/1min,
63°C/1min, 72°C/45seg por 30 ciclos, 72°C/7min. Los productos de PCR
obtenidos fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 2.5%.
Posteriormente, los amplicones fueron purificados con un kit comercial (Qiagen,
Foster Ca., USA) por columnas de afinidad QlAquick (QIAGEN EUA) PCR
purification kit, para eliminar los reactivos remanentes en la reaccion de
amplificacion y que puedan interferir en el proceso de secuenciacion. La
purificacion se realizo siguiendo las especificaciones del proveedor. Para permitir
la unién del DNA a la columna se agregaron 250 pL de buffer PB por cada 50 pL
de producto de PCR. Inmediatamente se transfirié la mezcla a las columnas de
afinidad y fueron centrifugadas durante 1 min a 13000 rpm. Después de decantar
el filtrado, se lavo el DNA unido a la membrana de la columna al afiadir 0.75 mL
de buffer PE a la columna y centrifugar 1 min a 13000 rpm. El filtrado fue
decantado nuevamente y la columna fue centrifugada una vez mas 1 min a
13000 rpm, sin agregar reactivo alguno, con la finalidad de retirar cualquier
residuo de etanol. Posteriormente, la columna se transfirio a un tubo nuevo y
limpio de 1.5 mL y se agregaron 30 uL de agua a 37°C para eluir el DNA. Las
muestras se incubaron 1 min a temperatura ambiente y se centrifugaron 1min a
13000 rpm.

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

software del instrumento para conocer el genotipo de las muestras utilizadas.

La densidad celular se calculé de la siguiente manera: se tomo una alicuota de
450 pL de suspension celular, se adicionaron 50 yL de azul tripano al 0.4%
(peso/volumen). Posteriormente, 10 uL de esta mezcla se colocaron en una
camara de Neubauer donde se contaron tanto las células vivas (aquellas
capaces de excluir el azul tripano), como las células muertas (aquellas incapaces
de excluir el azul tripano y por lo tanto tefiidas de azul). El conteo se realizé en
cuatro cuadrantes de 0.1 mm3* de volumen. Para obtener el nimero celular por
mililitro se utilizé la siguiente férmula: células / mL= (# de células) (104) (mL
totales de suspension celular) en donde: # de células = promedio de células en
los cuadrantes contados; 104 = factor de conversion del area contada* en mL (1
mL=1 cm3=1000 mm?3).

7. Estandarizacion de condiciones para la induccion de la ruta

Para la estandarizacién de las condiciones 6ptimas de induccion, se utilizaron
tres sustancias que activan la ruta, arsénico inorganico (iAs) un carcindgeno,
ademas de sulforafan (Sfn) y curcumina (Cur), dos quimiopreventores. Se
tomaron como referencia dosis y tiempos de exposicion subletales previamente

reportados en la literatura para otros tipos celulares. Se utilizé una linea celular
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de origen linfoblastoide previamente establecida en el laboratorio. Para la
induccion de la ruta Nrf2-Keapl, se prepararon soluciones stock de arsenito de
sodio, Sfn y Cur 100 mM, se dividieron en alicuotas de 10 uL y se congelaron a
-80°C. El primero se diluyé en agua y los otros dos en DMSO. Las soluciones de
trabajo se descongelaban y diluian en el momento de realizar los experimentos.
Se realizaron ensayos de tiempo y dosis respuesta para determinar las
condiciones optimas de induccion. Se utilizaron en todos los casos controles de

células sin tratamiento para las comparaciones respectivas.

Para cada cinética se realizaron dos ensayos independientes en dias diferentes
por duplicado biolégico en cada caso utilizando 2x10° céls, sembrandolas 24 hrs
antes en 4mL de medio de cultivo suplementado y 10% de SFB. Al final se
tuvieron 4 datos independientes de cada ensayo, los cuales se corrieron en
triplicados técnicos en los ensayos de expresion. Las dosis utilizadas para los
inductores fueron 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 and 10 uyM por 12 hrs inicialmente, después

los tiempos de exposicion fueron de 3, 6, 12, 18 y 24 hrs a las dosis obtenidas.

8. Exposicion cronica a arsénico

Para determinar una concentracion subletal donde a 4 dias de exposicion el 50%
de las células permanecieran vivas, se realizaron ensayos de exposicion cronica
a iAs. Primeramente se hizo una estandarizacion utilizando una linea celular de
origen linfoblastoide previamente establecida en el laboratorio. Se tomaron
concentraciones subletales de este metaloide previamente reportadas en la
literatura, las cuales fueron 0.5, 1.0, 2.0, 5.0y 10.0 uM. Se construyeron graficas
de tiempo Vs % de viabilidad celular. Una vez determinada dicha concentracién,
las 6 lineas celulares obtenidas con los genotipos de interés fueron tratadas con
la concentracion de iAs determinada con estos experimentos. Se sembraron
5x10° células por triplicado en placas de 6 pozos tanto para la estandarizacion

como para los ensayos con las lineas celulares.
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9. Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular se determindé a partir de una alicuota de 450 uL de
suspension celular, a la cual se agregaron 50 pyL de azul tripano al 0.4%
(peso/volumen). La suspension celular se coloco en una camara de Neubauer
donde se contaron tanto las células vivas como las células. El conteo se realizo
en cuatro cuadrantes de 0.1 mm?3* de volumen. La viabilidad celular se calcul6

de la siguiente manera: % viabilidad = (células vivas / células totales) (100).

10. Extracciéon de RNA

La extraccion de RNA a partir de cultivos celulares se realizé con el método de
Trizol (INVITROGEN) siguiendo las especificaciones del proveedor. Se tomaron
10x108 células y se centrifugd a 2500 rpm para obtener un botén celular, se
desecho el sobrenadante y se agregd 750 uL del Trizol homogenizando con la
micropipeta cuidadosamente. Posteriormente se incubd 5 min a TA para permitir
la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas. Después, se
purifico el RNA al anadir 200 yL de cloroformo. La solucion celular se agitd
vigorosamente y se incubd 15 min a TA. Después, la mezcla se centrifug6 a
11,000 rpm por 15 min a 4°C para generar la formacion de una fase acuosa
(RNA), una orgénica (fenol-cloroformo) y una interfase (desechos celulares). La
fase acuosa se transfirio cuidadosamente a un tubo limpio donde para la
precipitacion del RNA se agregaron 0.5 mL de isopropanol. La solucién se agitd
suavemente y se incub6 a TA por 10 min. EI RNA fue empastillado por
centrifugacion a 11,000 rpm por 10 min a 4°C. Se decant0 el sobrenadante y se
lavo el boton de RNA con 0.75 mL de etanol al 75%. A continuacion, la muestra
se agitd vigorosamente hasta desprender la pastilla para posteriormente
centrifugar a 10000 rpm por 5 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante por
decantacion y el exceso de etanol fue eliminado por evaporacion a TA.
Finalmente, la pastilla de RNA fue resuspendida en 30 yL de agua libre de

RNAsas. La concentracion de las muestras fue determinada por
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espectrofotometria y su integridad evaluada por electroforesis en geles de

agarosa al 1%.

11. Tratamiento con DNAsa

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

al 1%, durante 45 min a 80 volts.

12. Sintesis de cDNA

Para la obtencion del cDNA necesario para los ensayos de expresion génica
(tanto de punto final como de tiempo real), se utilizé el kit TagMan (reverse
transcription reagents, de Applied Biosystems) siguiendo las especificaciones del
proveedor. Se colocd 1ug de RNA, 5 pM de oligo dT y agua libre de nucleasas
suficiente para un volumen final de 8.7uL y se incubdé a 70°C por 5 min (para
desnaturalizar las estructuras secundarias que pudiera estar formando el RNA)
y se coloco en hielo. Posteriormente se agregaron 2 uL de buffer 10X, 10 mM
cloruro de magnesio, 4 mM de dNTPs y 8 U de inhibidor de RNAsa y se incubd
5 min a 37°C, al terminar se colocé en hielo. Después, se agregaron 25 U de
enzima MMLV y se incubé a 37°C por 60 min y se guard6 a -20°C. El volumen

final de la reaccion fue de 20pL.
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13. Determinacion de la expresion génica por RT-PCR

Para determinar la expresion génica de GAPDH, NFE2L2, HMOX-1y NQO1, se
disefiaron oligonucleétidos especificos con ayuda de los software Primer Premier

y Primer Express. Los oligonucledtidos fueron los siguientes:

Gen Forward Reverse

NFE2L2 | 5-CAGCGACGGAAAGAGTATGAGC-3 | 5-ATGTGGGCAACCTGGGAGTGAT-3
HMOX-1 | 5-TCCCGCAGTCAGGCAGAGG-3 5-ACGGGGGCAGAATCTTGCAC-3
NQO1 5-CATGGTCGGCAGAAGAGCACT-3’ 5-AGTTCGCAGGGTCCTTCAGTTTAC-3’
GAPDH 5-CATCTCTGCCCCCTCTGCTGA-3' 5-GGATGACCTTGCCCACAGCCT-3’

La reaccion RT-PCR se realiz6 con el equipo de Applied Biosystems 7900,
utilizando Sybr green como fluoréforo. Para esta reaccion se utilizaron 12.5uL
del Master mix de Sybr green 2X para PCR, 1uM de primer forward, 1uM de
primer reverse, 200ng de cDNA y agua suficiente para un volumen final de 25pL.
Las reacciones se corrieron en placas de 96 pozos. El protocolo de amplificacion
fue el siguiente: 95°C/10min; 95°C/15seg, 60°C/1min por 40 ciclos.

14. Analisis de datos

Como una medida relativa de los niveles basales de NFE2L2, se calculé el ACt
como sigue: ACt = GADPH Ct — NFE2L2 Ct. Se determiné la desviacién estandar
con tres experimentos independientes. El calculo de la expresion relativa de los
genes inducidos al activar la ruta se determiné mediante el método de ®®Ct
como se describe a continuacién: 2-A ACt =[(Ct gen blanco — Ct GAPDH) control
sin tratamiento) — (Ct gen blanco — Ct GAPDH) muestra con tratamiento)]
(Scmittgen, 2008).
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Para la determinacion de la viabilidad celular en la exposicidn cronica a arsénico,

se calcularon el promedio y la desviacion estandar para cada linea celular.

La estadistica utilizada para determinar las diferencias de expresion relativa y
crecimiento celular fue t de student, tomando como significancia una P<0.05.
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RESULTADOS
1. Muestras obtenidas y genotipos encontrados

Inicialmente, las 17 muestras de DNA colectadas de donadores sanos fueron
secuenciadas para identificar la frecuencia de los SNPs en la region promotora
del gen NFE2L2. Tras revisar los electroferogramas (ver figura 6) encontramos
3 muestras con el genotipo homocigoto ancestral GG para el SNP -653GA, 9
para el heterocigoto GA y 5 para el homocigoto menor AA. Para el SNP -617C/A,
10 de las muestras portaban el homocigoto para el alelo ancestral CC, 6 el
heterocigoto CAy solo se encontré una muestra con el genotipo homocigoto para
el alelo menor AA. Considerando el genotipo para los dos polimorfismos, en las
muestras se encontraron tres individuos homocigotos compuestos GG/CC, 7
con genotipos combinados GA/CC, 4 con genotipo AA/CA, dos heterocigotos
GA/CA para ambos SNPs y so6lo un sujeto presentd el genotipo homocigoto
compuesto para los alelos menores AA/AA. El diplotipo encontrado con mayor
frecuencia fue el GA/CC (41.18%), mientras que para los SNPs individuales los
genotipos mas frecuentes fueron el heterocigoto para el SNP -653GA (52.94%)
y el homocigoto ancestral para -617CA (58.82%) (Tabla 2).

Para analizar el efecto de las variantes -653GA y -671CA se generaron 15 lineas
celulares a partir de las muestras sanguineas obtenidas de los donadores sanos,
por medio de su inmortalizacién con el virus de Epstein-Barr. Cada uno de los

cultivos inmortalizados mostraron la formacién de cumulos y
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Figura 6. Electroferogramas de secuenciacion automética. Panel superior, secuencia forward

de una muestra con genotipo GG/CC, s6lo se observa un pico en las posiciones -653 y -617;

panel medio, se muestra una muestra con genotipo heterocigoto para ambos SNPs, dos picos
sobrelapados muestran dos bases presentes en la secuencia con genotipo GA/CA, parte

inferior muestra un homocigoto para los alelos menores AA/AA.
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Tabla 2. Genotipos y frecuencias encontradas en las muestras de donadores mexicanos sanos
de los SNPs -653 y -617 en la region promotora de NFE2L2, agrupados por genotipo

combinado genotipos independientes.

SNPs genotipos | muestras(n=17) | frequencia(%)
GG CC 3 17.65
GACA 2 11.76
-653-617 GACC 7 41.18
AACA 4 23.53
AAAA 1 5.88
GG 3 17.65
-653 GA 9 52.94
AA 5 29.41
CcC 10 58.82
-617 CA 6 35.29
AA 1 5.88
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prolongaciones membranales. Dichas lineas se propagaron hasta alcanzar el

namero suficiente para congelar 10 viales y tener un banco de respaldo.

De las lineas celulares generadas, 7 tenian los genotipos de interés en las
posiciones -653 y -617 respectivamente GG/CC (n = 3), GA/ICA (n=2)y AA/AA

(n = 2) que se utilizaron para ensayos posteriores.

2. Activacion de la ruta Nrf2-Keapl por quimiopreventores y arsénico

Para estandarizar las condiciones para inducir la activacion de la ruta Nrf2-Keap1
a través del uso de iAs, Sfn y Cur, la linea celular linfoblastoide NL-1,
previamente establecida en el laboratorio, fue expuesta a diferentes
concentraciones de estos inductores por 24 hrs, tras lo cual se midieron los
niveles de mMRNA de los genes blanco de Nrf2, HMOX1 y NQOL1.

En los ensayos dosis respuesta se observo una induccion dosis-dependiente de
ambos genes regulados por Nrf2 con los 3 inductores. Sin embargo, en el caso
de la Cur se observo una reduccion en los niveles de expresion de HMOX1 y
NQO1 después de una exposicion con 10uM del fitoquimico. Es importante
sefalar que la concentracién de 5uM para los tres inductores gener6 la induccion
notable de HMOX1 y en el caso de NQO1 fue donde se obtuvo el pico mas alto

de expresion relativa (véanse figuras 7A 'y 7B).

Como resultado de los ensayos anteriores las pruebas tiempo respuesta de los
tres inductores se realizaron con la concentracion de 5uM. En estos ensayos el
RNA de HMOX1 alcanza su mayor induccion con iAs, Sfny Curalas 18,6y 12
horas respectivamente, mientras que el mMRNA de NQO1, alcanza su pico de
induccion a las 18 horas de incubacion con iAs y Sfn, mientras que con Cur es a

las 12 horas (ver figuras 7C y 7D).
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Figura 7. Efecto de los inductores iAs, Sfn y Cur en diferentes condiciones de dosis y tiempo de
exposicion en una linea celular linfoblastoide. Curvas dosis y tiempo respuesta con arsénico,
sulforafan, y curcumina, para la estandarizacion de condiciones de induccion. A) HMOX1 dosis-

respuesta, B) NQO1 dosis-respuesta, C) HMOX1 tiempo-respuesta y D) NQO1 tiempo-

respuesta.
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3. Influencia de los SNPs -653GA y -617CA en la expresion de los genes
NFE2L2, HMOX-1 y NQO1

Para determinar si la induccion de la expresion de NFE2L2, HMOX1 y NQO1 a
nivel de mRNA se ve modificada por la actividad de proliferacion se comparo la
expresion de estos genes en una linea celular inducida con iAs y Sfn, con y sin
fitohemaglutinina (PHA). Los resultados mostraron una diferencia en HMOX1
con ambos inductores, siendo mayor en los estimulados con PHA. En NFE2L2 y
NQOL1 practicamente no se observaron diferencias en la expresion (ver figura 8).
Con estos resultados, se decidio estimular la proliferacion celular de los cultivos
primarios con PHA obtenidos posteriormente.

Para determinar el efecto de los SNPs en las posiciones -653GA y -617CA sobre
la expresion basal del gen NFE2L2 se utilizaron los cultivos primarios de
linfocitos obtenidos de 17 donadores sanos estimulados con PHA. Al agrupar las
muestras de acuerdo a su genotipo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresiéon del mRNA de
NFE2L2, comparando tanto genotipos como diplotipos (ver figura 9).

Sin embargo, cuando se compara el genotipo GA/CA contra el genotipo ancestral
GG/CC se observa una ligera tendencia a la reduccién de la expresion del mMRNA
de NFE2L2 (figura 9C), al igual que en la comparacion sélo con el SNP -617 CC
vs. AA (figura 9B).

Con respecto a las lineas celulares linfoblastoides se aprecia una disminucion
en la expresion basal aparentemente influenciada por el genotipo de los SNPs
estudiados, comparando el heterocigoto GA/CA y homocigoto del alelo menor
vs. el homocigoto ancestral (figura 10). Esto se puede observar aun cuando no

hay diferencias estadisticamente significativas.

Para determinar la activacion de la ruta a nivel transcripcional y el efecto de las
variantes del promotor de NFE2L2 se midio la expresion relativa de dos de los

principales genes activados por NFE2L2, HMOX1 y NQO1, inducidos con iAs,
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Sfn y Cur, determinando el nivel de mMRNA de dichos genes en las seis lineas

celulares establecidas.

En la figura 11 se observa que la presencia de los SNPs no presenta efecto
alguno sobre la expresion relativa de los genes, después de inducir la ruta con
cualquiera de los 3 inductores analizados. Sin embargo, puede observarse una
tendencia al aumento en la expresion de NFE2L2 cuando se utiliza Cur,
aparentemente correspondiente con el genotipo de las lineas celulares (fig. 11A).
Como es de esperarse, los genes blanco de Nrf2 si se inducen con iAs, Sfny
Cur, aunque no hay una correspondencia dependiente del genotipo de NFE2L2.
Es importante sefialar que HMOX1 presenta una expresion del mRNA mas
elevada que NQOL1 al término de la exposicion con todos los inductores (figura
11).

4. Evaluacion del efecto de las variantes sobre la toxicidad del iAs

Para evaluar el efecto de las variantes génicas -653GA y -617CA de NFE2L2
sobre el efecto citotoxico a la exposicidn cronica a iAs, primeramente, se expuso
a una linea linfoblastoide a diferentes concentraciones de iAs por cuatro dias. El
iAs mostro efectos citotoxicos dependientes del tiempo de exposicion en todas
las dosis utilizadas, presentando un efecto mitogénico en la dosis mas baja de 1
uM en el primer dia (figura 12).

Después de estos ensayos, se expuso a las lineas celulares con los diferentes
genotipos para los SNPs -653GAy -617CA a iAs 1uM por 4 dias, pues esta dosis
no solo es letal para las células, sino que permitia su proliferacion después de 4
dias de exposicion. Se observo en las lineas portadoras del genotipo homocigoto
para los alelos menores de ambos SNPs una tasa de proliferacion
significativamente menor que la observada en las lineas celulares con el

genotipo homocigoto para los alelos ancestrales (figura 13).
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DISCUSION

El estrés oxidante generado por las distintas especies reactivas de oxigeno,
producidas tanto endégena como exdgenamente, es capaz de dafar al ADN,
lipidos y proteinas. De manera importante, se encuentra asociado con varias
patologias humanas como diabetes, cancer, obesidad y enfermedades
cardiovasculares (Golbidi et al 2012). El factor de transcripcion Nrf2 es un
regulador clave de los mecanismos celulares que protegen contra el estrés
oxidativo. La participacion de Nrf2 en la citoproteccion mediante la activacion
transcripcional de un gran nimero de genes relacionados con diversas funciones
celulares, como antioxidantes y desintoxicantes (e.g. HMOX-1 y NQO1)
respectivamente esta bien documentada. Recientemente, el estudio de esta via
en busca de sus efectos fisioldgicos en varias enfermedades humanas, como
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, adenocarcinoma de
endometrio, tromboembolismo venoso en mujeres posmenopausicas, cancer de
pulmén en fumadores y espermatogénesis ha cobrado importancia (Canova et
al. 2012; Hua et al. 2010; Bouligand et al. 2011; Wang et al. 2010; Yu et al. 2012).
Particularmente, los SNPs -653GA y -617CA situados en la regidon promotora
del gen codificante de Nrf2 han sido asociados con varias enfermedades cronico-
degenerativas como nefritis lUpica, Alzheimer, Parkinson y gastritis (Cordova et
al. 2010; von Otter et al. 2010; Chen et al. 2013; von Otter et al. 2010; Arisawa
et al. 2007). Sin embargo, se ha descrito poco sobre el efecto que tienen los
SNPs -653GA y -617CA en la regulaciéon de la expresion de Nrf2.

En el presente trabajo encontramos que los niveles basales de mRNA de
NFE2L2 no fueron influenciados por los genotipos de los SNPs -653G/A y -
617C/A, tanto en cultivos primarios como en células inmortalizadas provenientes
de linfocitos. Contrario a nuestros hallazgos, un trabajo previo mostrg, usando
ensayos de luciferasa que al menos el alelo menor del SNP -617C/A se asocia
con una menor actividad del promotor con respecto a los alelos ancestrales

(Marzec et al. 2007). Estos resultados podrian explicarse por el distinto enfoque
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experimental que se abord6 en ambos trabajos, dado que en el trabajo previo se
utilizaron construcciones con el gen reportero de la luciferasa, donde se
incluyeron soélo <750 pb de la region promotora de NFE2L2; mientras que en
nuestro estudio medimos los niveles basales relativos de NFE2L2 en diecisiete
cultivos celulares primarios y seis lineas de celulares linfoblastoides
independientes, en donde participa todo el contexto celular, el genoma completo

y sus variantes.

En un trabajo previo realizado en lineas celulares linfoblatoides, el genotipo
homocigoto menor AA del SNP -617CA presentd una disminucion en los niveles
basales del MRNA de NFE2L2 con respecto con el genotipo homocigoto mayor,
aunque no se analizo el efecto del SNP el -653GA (Marzec et al. 2007; Suzuki et
al. 2013). Por el contrario, en nuestro trabajo no encontramos diferencias
significativas en los niveles basales del mRNA de NFE2L2 en cualquiera de los
cultivos utilizados, primarios o inmortalizados que llevan los diferentes genotipos
para los SNPs -617C/A y -653G/A. Sin embargo, si logramos observar una
tendencia hacia la reduccién del mMRNA de NFE2L2 en células que portan el
genotipo homocigoto menor, lo que muestra una tendencia muy similar a lo
reportado por Suzuki y cols., donde observan una diferencia significativa en la
disminucién de la expresion del genotipo AA vs. CC, (P=0.031) (Suzuki et al.
2013). En lineas celulares portadoras de haplotipos que contienen genotipos
tanto menores como ancestrales para los SNPs -653GA y -617CA, Yu y cols. no
encontraron diferencias significativas en los niveles basales de mMRNA NFE2L2
(Yu et al. 2012). Esta discrepancia podria ser debido a alguna diferencia en la
estructura de haplotipos que dependa de la etnicidad de nuestras muestras. En
nuestro trabajo, sélo obtuvimos una muestra en cultivos primarios con el genotipo
AA/AA para ambos polimorfismos, pues la frecuencia de este haplotipo en
poblacibn mexicana es muy baja, por lo cual no pudimos obtener resultados
estadisticos con valores significativos. Con respecto a las lineas celulares,
obtuvimos dos con genotipo AA/AA y con ellas logramos observar la tendencia

a la disminucion en la expresion de NFE2L2.
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La via antioxidante Nrf2-Keapl puede ser activada por diferentes sustancias,
tanto naturales como sintéticas. En el caso de las carcinogénicas la activacion
de la ruta permite contrarrestar los efectos toxicos de sustancias como el
arsénico; mientras que en el caso de quimiopreventores el aumento de los
niveles proteicos de Nrf2 y sus genes blanco, permite a las células estar
preparadas para la presencia de un toxico ambiental. Se ha demostrado que la
regulacion de Nrf2 es principalmente postraduccional, por lo que su regulacion
transcripcional no es clara. En concordancia con lo reportado previamente en
otros trabajos, la exposicion de células linfoblastoides a los inductores iAs, SFN
y Cur produjo la activaciéon de la ruta Nrf2-Keapl en una forma dosis y tiempo
dependiente (Kim et al. 2011; Leiser and Miller; He et al. 2006; Surh, Kundu, and
Na 2008). En el caso de NFE2L2, la exposicion individual a iAs y Sfn no fue
capaz de incrementar sus niveles de mRNA, independientemente del genotipo,
mientras que la Cur produjo un ligero aumento en los niveles de mRNA de
NFE2L2. Esto se observé en los cultivos celulares portadores del alelo menor
para el SNP -617C/A en comparacion con los portadores del alelo ancestral.
Aunque hay pocos reportes que muestran niveles mayores de mensajero de
NFE2L2 utilizando la curcumina (Khor et al. 2011; Yang et al. 2009) se puede
considerar como un incremento discreto con respecto a los niveles basales
porque no exceden un orden de magnitud, similar a lo reportado previamente
(Natarajan et al. 2012; Yang et al. 2009). Del mismo modo, el incremento
observado en los niveles de MRNA de HMOX-1 y NQO1 después del tratamiento
también fueron independientes de los genotipos de -653G/A y -617C/A. En el
caso de diferentes inductores, es posible que se estén activando diversas vias
de sefializacion, ejerciendo un efecto diferencial dependiendo del inductor (Lee
et al. 2013). No debemos olvidar la existencia de otros mecanismos regulatorios,
como la regulacion postraduccional, pudiendo verse influida por los inductores
como acetilacion de histonas en respuesta a estrés por arsénico (Sun, Chin, and
Zhang 2009). Aunque Nrf2 se expresa en todos los tejidos, existen diferencias
entre diversos tipos celulares (McMahon et al. 2001), pudiendo ser una razon de
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porque no encontramos diferencias significativas en la expresion del mRNA de
NFE2L2 en linfocitos. Por ejemplo, células derivadas de higado y piel poseen
mecanismos detoxificantes no encontrados en linfocitos, como la transformacion
de As inorganico a organico por la adicion de grupos metilo, lo cual vuelve mas

eficiente su excrecion de la célula (Faita et al. 2013).

Ademas, aunque hay algunos informes de evaluacién de diferentes haplotipos
de las variantes en NFE2L2, necesitamos ampliar el estudio utilizando un numero
mayor de muestras para dilucidar el efecto funcional de estos SNPs en la

capacidad citoprotectora de Nrf2.

En estudios posteriores, el andlisis de los haplotipos encontrados en las
muestras de los controles, ayudarian a explicar el efecto de las diferentes
combinaciones que hallamos en muestras de mexicanos. En los linfocitos
expuestos a sustancias toxicas como el arsénico se reporta la modificacion de
diversas poblaciones de células inmunes, de los genes 'y la respuesta del sistema
inmunologico, ademas de causar dafio citogenético (Andrew et al. 2008; Biswas
et al. 2008; Ghosh et al. 2008), pero los efectos en las vias de desintoxicacion
no han sido evaluadas en estos tipos celulares.
La via Nrf2-Keap1 es esencial en el mecanismo citoprotector contra la exposicion
a EO. Se sabe que las células uroteliales estan protegidas contra dafios por
sustancias generadoras de ROS a través de Nrf2 (Wang et al. 2007). También,
la acumulacion intracelular de iAs es citotoxico en hepatocitos (Shinkai et al.
2006). Se ha demostrado que las personas expuestas crénicamente a As son
mas propensas a desarrollar cancer en diferentes tejidos tales como piel, vejiga
y pulmén, para lo cual se propone como un mecanismo de dafio del As la
generacion de estrés oxidante (Hughes 2002). Nuestros resultados muestran un
posible efecto de NFE2L2 en la viabilidad celular dependiendo del genotipo, en
donde los que poseen GG/CC tienen mayor viabilidad que los AA/AA después
de cuatro dias de exposicion crénica a iAs. Los mecanismos a través de los
cuales estos polimorfismos ejercen un efecto directo sobre la viabilidad celular
en exposicion cronica a iAs necesitan ser estudiados mas a fondo.
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Esto es importante porque, probablemente, las personas expuestas
cronicamente a este metaloide pueden tener susceptibilidad diferente
dependiendo de su origen étnico y por lo tanto, podrian tener un aumento en el
riesgo a desarrollar ciertos tipos de cancer asociado a iAs, pues juega un papel
importante en las vias de sefalizacién implicadas en la proliferacion celular
(Wang et al. 2012).

Una limitante de nuestro trabajo es el numero de lineas celulares obtenidas, por
lo cual, para corroborar estos resultados se necesita incrementar el nimero con
los genotipos de interés. Pero esto sienta un buen precedente del efecto que
pueden tener los SNPs del promotor de NFE2L2 en la exposicidn crénica a este

metaloide.
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CONCLUSIONES

Con estos resultados se observa que en condiciones basales el genotipo
homocigoto para los alelos menores de los SNPs -617CA y -653GA se asocia
con una tendencia a niveles de mMRNA de NFE2L2 menores en comparacion con

los genotipos homocigotos para los alelos mayores y heterocigotos.

En el caso de la induccion de la ruta Nrf2-Keapl con iAs, Sfny Cur, los SNPs -
617CA y -653GA no parecen alterar la expresion del gen NFE2L2.

En la exposicion cronica de las células a iAs, los SNPs de NFE2L2 estudiados
en las cuatro lineas celulares, mostraron un efecto diferencial de la proteccion al

metaloide dependiente del genotipo, el ancestral a la alta y el de riesgo a la baja.
Se requiere de estudios adicionales para entender diferencias en los

mecanismos moleculares implicados en la activacion de la via Nrf2-Keapl con

diferentes inductores.
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Arsenic (As) exposure is a major risk for several types of cancer and metabolic diseases such as
diabetes. The transcription factor nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2) is a key medi-
ator in the cellular defense against As-induced adverse effects. The —653G/A and —6817C/A
gene variants modulate expression levels of the Nrf2 coding gene (NFE2L2) and are postulated
to be associated with several illnesses. In this study the functional effect of these
phisms was investigated in the cellular sensitivity to As-mediated effects. Using quantitative
real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) the basal levels of NFE2LZ mRNA and the
induced levels of NFE2ZL2 and its target gene NQOT were measured in lymphoblastoid cells
carrying different genotypes for —653G /A and —617C/A polymorphisms following As expo-
sure. The effects of different NFE2L2 gene genotypes on cell proliferation were also explored
after chronic metal exposure. A tendency toward reduction in basal levels of NFE2L2 mRMA
was noted in the het (GAJCA) and risk homorygous (AA/AA) genotypes of both
polymorphisms in immortalized lymphoblastoid cells. Although the expression of NFE2L2 and
NOOT after acute acute iAs exposure was not markedly influenced by —653G/A and —817C/A
it was found that these single-nudeotide polymorphisms (SMPs) were correlated
with a differential sensitivity to chronic exposure to the metalloid. Further studies are needed
to completely understand the role of —653G /A and —617C A SNPs in regulation of the NFE2L2
gene.

Incrganic arsenic (iAs) is one of the most melanism, as well as different types of cancer,

widaly distributed naturally occuming con-  diabetes, and cardiovascular diseases (Lin et al,,

taminants worldwide (Hughes et al., 2011).
The main source of human exposure to iAs
is through drinking water contaminated with
the metalloid. Countries such as Bangladesh,
Mepal, Argentina, Chile, and Mexico present
the highest exposure to iAs through drink-
ing water (Smedley and Kinniburgh, 2013).
Chronic exposure to iAs has been associated
with development of nonmalignant diseases
such as blackfoot disease, hyperkeratosis, and

Keoeived 30 September 2014; accepled 11 Decsmber 7014,

1998; Tsai et al., 1998; Bemnstam and Mriagu,
2000; Maujokas et al., 2013).

The most common species of iAs found in
water are sodium arsenate (As*+) and sodium
arsenite (As**), which are easily absorbed from
the gastrointestinal tract (CIT) and metabo-
lized in various tissues, mainly liver (Lin et al.,
2002). It is worth noting that arsenite species
(iAs*+) showed higher toicity and absorption
than arsenate (iAs™) (Styblo et al., 2002)
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SNPs IN NFE2L2 MODWULATE CELL RESPONSE TO ARSENIC

Within the cell, iAs biotransformation is ini-
tiated by reduction of pentavalente iAs into
trivalent iAs. Reduced iAs i then methylated
by As methyltransferase (AS3MT) and sul-
foadenosylmethionine (SAM) to produce the
intermediary metabolites monomethyl arsenic
acide (MMAY") and dimethy arsenic acide
(DMAY™). Finally, MMA and DMA metabo-
lites efflux from the cell through multidrog-
assoCiated resistance proteins (MRP) channels
{Faita et al., 2013).

The cellular mechanisms underlying the
adverse effects of iAs are not fully understood,
but data support the generation of oxidative
stress as an imporant event in iAs toxicity
(Bernstam and Nriagu, 2000; Flora, 2011).
Mevertheless, alterations in signaling pathways
related to proliferation and cell death as well
as modification of methylation pattern may
also be responsible for the adverse effects
attributed to iAs (Swaran, 2011). Although
diverse mechanisms have been associated with
cellular protection against iAs, including the glu-
tathione and methionine systems, as well as
the transcription factors p53 and nuclear fac-
tor (NF-cB, the signalin wa lated
by nuclear factor Erj,'ﬂ'lrguﬂ relgterggufacmr
(Nrf2) was proposed as the predominant cyto-
protective  mechanism  against iAs-mediated
effects.

The transcription factor Mif2 is an essential
molecule in cellular protection against various
environmental hazards including iAs by reg-
ulating expression of a battery of antioxidant
and detoxificating genes (Kensler et al., 2007).
Accordingly, several studies showed activation
of N2 in response to iAs exposure in dif-
ferent cell types (Liu et al, 2013; Cordova
et al., 2014). Further, genetic or pharmaco-
logical activation of Nrf2 i able to reduce
iAs-related cytotoxicity in mouse and cellu-
lar models (Gao et al, 2013; Zhao et al,
2013).

Single-nucleotide  polymorphisms  (SNP)
—653G/A, and —617C/A, which regulate the
level of expression of NAf2 encoding gene
(NFE2LZ), have been associated with develop-
ment of different diseases, including iAs-related
skin lesions, as well as lung and gastric cancer

(Arisawa et al., 2007; Cordova et al., 2013;
Okano et al., 2013;). However, the effect of
these gene variants on cellular response to
iAs is unknown. Thus, the aim of this study
was to determine the influence of —653G/A
and —617C/A SNP on cellular sensitivity
b iAS.

MATERIAL AND METHODS

Cell Culture and Reagents

Lymphoblastoid cell lines used in this study
were generated, as described ekewhere, from
nonrelated  healthy domors previously geno-
typed for —653G/A and —617C/A single-
nucleotide polymorphisms  (SNPs) (Cordova
et al., 2014). This protocol was accepted for
the respective research and athical commit-
tees, and all participants signed an informed
consent letter. Celk were maintained in RPMI
medium supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (Gibco, New York, MNY) at 37°C
and 5% CO;. SNP genotyping was performed
by capillary DMA sequence using genomic
DNA obtained from whole blood cells (Hitachi
Cenetic Analyzor 3130x). For iAs, sodium
arsenite (iAs™*) purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO) was used.

Gene Expression Assay

Coell cultures (1 = 105 cellfml) were
untreated (basal expression) or treated (induced
expression) with iAs at concentrations 0, 0.5, 1,
2.5, 5, or 10 M for 24 h and for time response
atd, 3,6,12, 18, or 24 h with 5 M. Total RNA
was extracted from cell cultures using Trizol
reagent {Invitrogen, Carisbad, CA) and reverse
transcribed with Tagman Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
Quantitative real-time polymerase chain reac-
tion (PCR) was performed on an ABI PRISM
7900HT system with the power SybrCreen
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) using
specific primers for NFEZL2 and NQOT, as
well as CAPDH as endogenous reference
gene.
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Cell Growth Assays

Immortalized cell lines (1 = 10° celks) car-
rying the different genotypes for —653G/A and
—617C/A SMP were exposed to 1 pM of iAs
for 4 d and cell number was determined every
24 h by means of trypan blue exclusion using a
Meubauer chamber and light microscopy.

Data Analysis

Data represents the average of at least
three independent experiments 4 standard
deviation. For calculation of relative expres-
sion of induced genes, a technical triplicate
was performed for each biological assay and
the AACt method was used (Schmittgen and
Livak, 2008). The AACt method i based on
differences in expression levels betwoen the
gene of interest and an endogenous gene and
is calculated as follows, where CT is the cycle
threshold, which is defined as the number of
amplification cycles required for the fluorescent
signal to exceeds the background levels.:

1. ACT tested gene = CT (tested gene in
untreated sample) — CT (tested gene in
treated sample).

2. ACT control gene = CT (control gene in
untreated sample) — CT (control gene in
treated sample).

3. AACT = ACT (tested gene) — ACT {control
genal.

4. Fold change = 244€T,

A ttest was performed to determined
significant differences between experiments.
Avalue of p = .05 was considered significant.

RESULTS

When the effect of —653G/A and
—&617CfA SMP on gene expression in basal
conditions was analyzed, a trend toward
reduction was observed in levels of MFE2L2
mRMA in cells carrying the minor homozygote
genotype for both SMP (Figure TA).

The relationship of —653G/A, and
—617CfA SNP with induced expression of

M. E MORALES-MARIN ET AL

NFE2L? was also analyzed. Although iAs
exposure  induced a concentration- and
time-dependent  rise in mRMNA  levels of
the prototypical MNrf2 target gene NQOT
(Figures 2A-2C), the expresion of NFE2L2
was not markedly affected at any time or
concentration of iAs (Figures 2B-20). Similarly,
the genotype of the —653C/A, and —617C/A
SMPs did not significantly influence the levels
of mRNA from NFEZL2 or from NQO7T in cell
lines exposed to iAs (Figure 3).

The influence of NFEZL? penctype was
also examined on cell growth after exposure
to a sublethal concentration of iAs for 4 d.
First, it was found that concentrations of iAs
below 1 wM enabled growth of lymphoblastoid
cells, whereas concentrations higher than 5 pM
inhibited cell growth (Supplemental Figure 51).
When cell lines with different genotype for
—653G/A and —B17C/A were exposed to
iAs at 1 pM for 4 d, it was found that
cell lines carrying both minor alleles (AA/AA)
showed a growth inhibition compared with
those harboring the ancestral alleles (GG/CC)
(Figure 4). These findings suggest that the
AAJAA genotype from the —653G/A and
—617CfA SNP decreases the cytoprotective
property of Nrf2 against chronic exposure
o iAs.

DISCUSSION

The Mrf2 transcription factor is a crucial
molecule in cellular protection against several
environmental hazards. In accordance with the
cytoprotective role of N2, the —653G/A and
—617C/A SMPs were able to modulate the
expression level of the gene and were assodi-
ated with development of various diseases such
as lung adenocarcinoma, lupus-related nephri-
tis, and wvenous thromboembolism (Cordova
et al., 2010; Bouligand et al., 2011; Suzuki
etal., 201 3). Further, Cordova et al. (2013) pre-
viously described a haplotype harboring both
SMPs, which was involved in protection against
iAs-related skin lesions. However, the effect
of —653CG/A and —617C/A SMPs on cellular
response o iAs remains unknown.
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In this study a reduced level of NFE2L2
mRMA was found in lymphoblastoid cells car-
rying the minor ho genotype for both
—653G/A, and —617C/A SNP which was pre-
viously reported in different cell types induding
spermatozoid and other lymphoblastoid cells
Mu et al., 2012; Suzuki et al, 2013). The
influence of —653G/A and —617C/A SMPs
on the induction of N2 pathway by iAs was
also examined. Although it was possible to
determine the expression of the Nri2-target
gene NOOT after iAs exposure, no marked
change was noted in mRNA levels of NFE2L2.

Previous studies in keratinocytes and hepato-
cytes cell lines showed that despite a weak
induction of Mrf2 mRMA lovels after iAs expo-
sure, Nri2 protein and mRENA levels of sev-
eral Nrf2-targets, induding NOQO1, were effi-
ciently induced (Liv et al., 2013; P et al,
2003). Taken together, these findings suggest
that iAs promotes MNrf2 activation through a
posttranslational mechanism capable of induc-
ing the antioxidant pathway. As indicated pre-
viously, keratinocytes and hepatocytes exposed
to iAs displayed a rise in mRNA levels of Mif2,
whereas in this study a lack of induction of
Nrf2 mENA levels was noted after iAs exposure.
This apparent controversy may be attributed
to the fact that lymphocytes are not able to
metabolize iAs to MMA and DMA, whercas
keratinocytes and hepatocytes are capable of
biotransforming iAs (Faita et al., 2013).

The higher sensitivity against iAs expo-
sure shown by cell lines harboring the
minor homozygote genotype for —653G/A
and —617C/A in comparison with those
carrying both ancesmal alleles suggests that
NFE2L? penotype exerts an important effect on
the cytoprotective mechanism against chronic
exposure to iAs. Although Nrf2 acivation is
predominantly regulated by posttranslational
mechanisms (e.g., Keapl-mediated degrada-
ticn), Suzuki et al. (2013) demonstrated that
mRMA levels of NFE2L? exert a significant
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impact on the transcriptional activity of
N2 protein. This effect may explain the asso-
ciation of haplotypes affecting NFE2L2 expres-
sion with susceptibility to develop iAs-related
ilnesses such as skin lesions in individuals
chronically exposed to the metalloid (Cordova
et al, 2013). An important limitation of our
study is that we cannot rule out participa-
tion of molecules other than Nrf2 in providing
protection against iAs-mediated effects.

Data suggest that NFE2LZ gene variants
are important components in ditferential pro-
tection against toxicity attributed to chronic
exposure to iAs, but the mechanism (or mecha-
nisms) underlying this protection through these
polymorphisms requires further analysis.
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