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RESUM

L’arsénic inorganic es presenta com un carcinogen molt ben establert en humans. Milions de
persones es troben exposades arreu del mon, fonamentalment a través de 1’aigua de consum
contaminada per aquest compost. Encara que existeixen multiples mecanismes d’accio6 pels quals
I’arsénic pot exercir els seus efectes carcindogens, la generacid de dany oxidatiu en el DNA a partir
de les espécies reactives d'oxigen derivades de la seva biotransformacio es presenta com un dels
mecanismes importants a 1’hora d’explicar 1’aparicio dels fenomens tumorals associats amb la
seva exposicio.

En aquest context, I’objectiu principal d’aquesta Tesi ha estat demostrar la connexid existent
entre la preséncia de dany oxidatiu i la carcinogénesi associada a una exposicié amb arsénic
inorganic. Per arribar a aquest objectiu s’ha implementat una estratégia innovadora de treball en
el qual s’emulen les condicions d’exposicid6 ambiental a les que es troben exposades les
poblacions humanes. Concretament, aquesta estratégia es basa a desenvolupar un model
d’exposicié cronica in vitro a dosis subtoxiques d’arsénic inorganic. A més, s’ha utilitzat un
model cel-lular particular constituit per dues linies cel-lulars isogéniques de fibroblasts
embrionaris de ratoli (MEF), una de les quals ¢és deficient en la reparacié de lesions oxidants del
DNA que requereixen el mecanisme BER, exhibint un genotip knockout pel gen Oggl, un dels
gens principals de I’esmentada ruta de reparacio del DNA.

Al llarg d’aquest periode d’exposicio cronica a dosis de 0,5, 1 1 2 uM d’arsenit sodic es van
avaluar diferents parametres en ambdues linies cel-lulars, els valors dels quals van ser comparats
amb els corresponents controls temporals. Dits parametres mesuren els nivells acumulats de dany
oxidatiu (8-OH-dG), la capacitat de reparar el dany en el DNA, I’estudi de possibles mecanismes
d’adaptacio i, finalment, 1’adquisicio d’un fenotip tumoral in vitro en ambdues linies cel-lulars al
llarg d’un procés d’exposicio a arsenit sodic del voltant 40 setmanes.

Els resultats obtinguts donen suport a la hipotesi reflectida en 1’objectiu principal. Aixi, les
linies cel-lulars Ogg! deficients (MEF Oggl™) cronicament exposades a I’arsénic mostren una
acumulacio progressiva de dany oxidatiu en el DNA, mentre que I’increment d’aquest dany no es
detecta en la linia salvatge. Paral-lelament, I’eficiéncia dels mecanismes de reparacio del dany
induit en el DNA es veu afectada en ambdues linies cel-lulars, manifestant-se aixi I’activitat
cocarcinogena de I’arsénic. Pel que fa referéncia a 1’adquisicio del fenotip tumoral, trobem que
I’arsénic €és capag¢ d’induir un fenotip tumoral de manera primerenca en la linia deficient, el que
indicaria que el dany oxidatiu en el DNA juga un paper fonamental en la carcinogenesi associada
a I’exposici6. Aixi, les cél-lules Oggl” manifesten un fenotip tumoral al cap de 30 setmanes
d’exposicio, caracteritzat per canvis morfologics, un increment en la proliferacié cel-lular, el

descontrol en estat de diferenciacio, I’ increment en la secrecio de metal-loproteinases de la matriu



extracel-lular, I’adquisicié de la capacitat de créixer independent d’ancoratge, i la capacitat de
promoure el creixement tumoral i la invasio.

A manera de conclusid, aquesta Tesi demostra, principalment i per primera vegada, que el fons
genetic referent al gen OGGI i la induccié de 8-OH-dG son factors rellevants en el procés de
carcinogeénesi associada a I’arsénic. Indirectament, el treball posa de manifest el risc associat dels
individus amb polimorfismes al gen OGGI, fent-los més susceptibles a 1’aparicio dels efectes

genotoxics i carcinogens derivats de 1’exposicid.
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Arsenic, dany oxidatiu i cancer

1. INTRODUCCIO

1.1. Descripcio, localitzacio i us de I’arsénic al llarg de la historia

El mot arsénic provoca cert temor quan es pronuncia, i és que la major part de la poblacio
I’associa a les seves propietats com a veri, que és com classicament s’ha atribuit el seu us al llarg

de la historia (Cullen, 2008a).

Tot i el seu classic us com eina mortifera, I’home també 1’ha utilitzat des de temps
immemorials en medicina, sent emprat en el tractament de malalties com la sifilis i1 la
tripanosomiasi (Cullen, 2008b; Hughes et al., 2011) i més recentment en el tractament de la
leucémia promielocitica aguda (Lengfelder et al., 2013) i altres tumors solids (Subbarayan i
Ardalan, 2014). L arsénic també s’utilitza en diferents camps com a pesticida i insecticida en
I’agricultura, com a semiconductor en la indUstria, en la fabricacié de vidre i com a pigment i
preservant de la fusta (Cullen, 2008¢). A més, farmacs que contenen arsénic (Roxasona) s'utilitzen
en el tractament de malalties dels pollastres (Nachman et al., 2013) i en el mon dels cosmétics

(Sainio et al., 2000).

Aillat i documentat per primer cop per Albert Magne I’any 1250 A.C. es tracta d’un
metal-loide el qual es presenta en el grup 15 de la taula peridodica dels elements, mostrant un
numero atomic de 33 i un pes molecular de 74,91 g/mol (Emsley, 2001). En la natura es troba en
estat metal-lic en tres formes al-lotropiques a (groc), P (negra) i y (grisa) aixi com en diferents
formes i0niques, presentant quatre estats d’oxidacio; As™ (arsina), As® (arsénic elemental), As*
(arsenit) i As™ (arsenat). Tant les valéncies trivalents com les pentavalents es poden trobar
formant part de compostos inorganics o organics (Lim et al., 2014). Depenent de les condicions
presents en I’ambient, 1’arsénic inorganic es presentara en una valéncia o altra. Aixi, en ambients
aquatics i terrestres oxigenats i oxidants la forma predominant és I’arsenat (AsY) mentre que en
ambients reductors i anaerobics I’arsenit (As'™) és la forma més freqiient i estable (Duker et al.,
2005). La taxa de conversio d’una a I’altra forma depén de diversos factors com el pH del sol i
les caracteristiques fisico-quimiques i biologiques d’aquest (Jones, 2007). Pel que fa a les formes
organiques, les més comunes son algunes que provenen del metabolisme de 1’arsénic com 1’acid
monometil arsonic (MMAY) i I’acid dimetil arsinic (DMAY), aixi com I’arsina i les seves formes
metilades, i els compostos que es troben formant part d’organismes marins com la arsenobetaina

i la arsenocolina (Cullen, 2008¢).

De manera natural, I’arsénic es troba en estat inorganic en 1’escorga terrestre per 1’aportacio
de roques volcaniques o sedimentaries. Per lixiviacio i dissolucio d'aquestes roques l'arsénic es

troba present en l'aigua, amb les formes inorganiques As" predominant sobre les As". L'arsénic
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es troba també¢ en [’aire per l'accio erosiva del vent, encara que en nivells baixos, formant part de

particules mixtes d'arsenit i arsenat inferiors a 2 um (EPA, 1998).

A més de les fonts naturals, 1’activitat antropogenica suposa la introduccié al medi
d'importants quantitats d'arsénic. Aquestes activitats inclouen la mineria, en 1’extraccié dels
minerals que se solen trobar acoblats a I’arsénic; I’agricultura, en I’ is de pesticides formulats a
partir d’arsénic; i en la combustié de materia organica. Aquestes activitats constitueixen les
principals vies d’introduccié d’aquest element en 1’aigua, sol i aire, posant-lo en total disposicio
de les poblacions proximes a la zona on es produeixen aquestes activitats. Aquesta disposicio,
preséncia i circulacid de I’arsénic en el medi s’engloba i s’explica resumidament en el que
s’anomena el cicle de I’arsénic (NRC, 1977), on I’arsénic en la seva forma inorganica és introduit
en I'ambient per 1’activitat volcanica i incendis naturals, o bé a través de I’activitat humana en la
seva extraccio a partir de minerals, en la industria minera i en la crema de combustibles fossils.
Aquestes activitats lliuren I’arsénic a 1’aire, i aquest arsénic volatil torna a la superficie terrestre
a través de precipitacions o per I’accid del vent. A més, I’activitat minera i la construccid de pous
0 excavacions en zones riques en arsénic promou la lixiviacio d’aquest, promovent la seva posada
en contacte en 1’aire, oxidant-lo i fent-lo soluble en I’aigua (Duker et al., 2005). Aquest arsénic
circulant en el medi aquatic pot ser incorporat per les plantes o metabolitzat pels microorganismes
presents en el sol, alliberant altres formes d’arsenic volatils tals com les arsines i les metil arsines

(Islam et al., 2004).

Pel que fa a la biosfera, l'arsenic es troba present en plantes i animals. En plantes la seva
concentraci6 interna dependra de les condicions dels sols on creixen (Jones, 2007). Pel que fa als
animals, 1’arsénic s’acumula sobretot en animals marins tals com mol-luscs i crustacis en
concentracions dependents dels nivells de la zona on viuen. Pel que fa als mamifers, aquests també
I'acumulen principalment en els teixits d’origen ectodérmic com el pel i les ungles (Mandal i

Suzuki, 2002).

Els humans acumulen arsénic en nivells que depenen, fonamentalment, de les concentracions
presents en la regid on viuen. Malgrat les diferents fonts potencials d'exposicid, l'aigua
contaminada per arsénic constitueix la principal via d'entrada en I’espécie humana (Jones, 2007),
essent milions les persones arreu del moén que es troben actualment exposades a dosis que poden
oscil-lar entre 100-5000 ug/L (WHO, 2011). Els primers indicis de la preséncia d’arsénic en
I’aigua es van trobar en diferents paisos (Australia, Canada, Méxic, Tailandia, el Regne Unit i
Estats Units) on es va atribuir a ’activitat minera com la responsable en la contaminacid
d’aqiiifers proxims. Posteriorment es detectaren casos similars en paisos arreu del moén
(Mukherjee et al., 2006), presentant-se en el continent asiatic els paisos més contaminats (Kim et

al., 2011). L'América Llatina també presenta zones for¢a contaminades (Bundschuh et al., 2012)
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mentre que a Europa tan sols algunes regions concretes de paisos com Romania, Hongria, Italia i

Espanya presenten zones amb elevats nivells d'arsénic en I'aigua (Halem, 2009).

Molts d’aquests paisos contenen grups poblacionals que han estat estudiats sota diferents
aspectes, i els quals seran posteriorment comentats més detalladament en I’apartat de cancer en
humans. Aquestes exposicions massives suposen un greu problema de salut mundial, ja que
I’arsénic ha estat declarat com a carcinogen en humans per 1’Agéncia Internacional de Recerca
en Cancer (IARC) en diferents ocasions (IARC 1980, 2004, 2012), presentant-se com un greu
problema actualment en paisos com Bangladesh, on milions de persones estan exposades a alts
nivells d'arsénic conferint-los increments notables en el risc de desenvolupar cancer, junt amb
altres patologies en el sistema circulatori, pell y sistema nervios (Caldwell et al., 2006; Cullen,
2008a). Diferents estudis han tractat d'identificar quins son els nivells d'arsénic en 1'aigua segurs
des del punt de vista de la salut. L’ Agéncia de Proteccio Ambiental dels Estats Units (EPA) va
proposar, ja a I’any 1942, un nivell maxim permeés en 1’aigua de consum de 50 pug/L, adoptant-ne
aquesta mesura de manera immediata en altres paisos. Més endavant, 1'any 2001, la EPA proposa
una reduccio fins als 10 pg/L, basant-se en estudis d’avaluacid del risc i ’analisi de dades
epidemiologiques d’exposicid a I’arsénic. Aquesta proposta va estar acceptada per 1'Organitzaciod
Mundial de la Salut (OMS), essent aquests els nivells maxims d’arsénic permés en 1’aigua de
consum que s'estan adoptant en molts paisos, tot i que en alguns paisos com Bangladesh els és
del tot impossible assolir aquests nivells. Cal dir que I’establiment d’aquesta dosi no sembla ser
definitiva, ja que actualment es troba en debat si realment existeix una dosis segura la qual no

aporti efectes perjudicials per a la salut de les persones cronicament exposades (Schmidt, 2014).
1.2. Ingesta, transport i metabolisme de 'arsenic

Un cop ingerit, I’arsénic és absorbit en la seva major part en I’intesti i alliberat al torrent
sanguini, on el 90% de la seva preséncia desapareix en 1-2 hores, essent eliminat a través de
I’orina en uns dies, tot i que algunes traces poden romandre mesos acumulades en les ungles i el
cabell (Aposhian et al., 2000). El fet que es tracti d’un element altament toxic ha suposat I’
aparicio6 evolutiva de diferents tipus d’estratégies per controlar els seus nivells interns. Aquestes
es troben representades tant en procariotes com en eucariotes, no essent I'home una excepcid
(Rosen, 2002). En mamifers, la captacio D’arsenit (As'') es realitza mitjancant les aqua-
gliceroporines o altres transportadors com el de la glucosa GLUTI; en el cas de l'arsenat (As")
aquest ¢s captat per part dels transportadors de fosfats cel-lulars (Calatayud et al., 2012). La seva
expulsi6 de la cél-lula es dona per ’accid de transportadors pertanyents a la familia de
transportadors ABC amb uni6 a ATP, els quals presenten dues subfamilies com la ABCC (que

inclouria transportadors tals com MRP1 i MRP2) ila ABCB que inclou el transportador MDR1/P-
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gp (Drobna et al., 2010), on I’arsénic inorganic es conjuga amb el glutatio (GSH) per tal de ser

expulsat a través d’aquests transportadors (Leslie, 2012).

Un altre mecanisme de desintoxicacio consisteix en la metilacio de 1’arsénic. En mamifers, i
particularment en I’home, I’arsénic en la seva forma inorganica pot ser metilat en diferents organs
tals com el ronyo, els testicles i els pulmons, encara que és en el fetge on es realitza principalment
la seva metabolitzacio (Cohen et al., 2006). Aixi, I’arsenit (As™™") es metila donant lloc a metabolits
intermediaris mono o dimetilats trivalents tals com 1’acid monometilarsénic (MMA™) o el
dimetilarsénic (DMA™), i mono o dimetilats pentavalents com I’acid monometilarsinic (MMAY)
o el dimetilarsinic (DMAY) (Aposhian, 1997). Aquest darrer metabolit és més soluble que el
mateix arsenit, essent més facilment excretable, presentant-se com el principal metabolit que es
presenta en I’orina d’individus exposats, tot i que els intermediaris MMA" i DMA™" també

s’observen en individus exposats (Wang et al., 2004).

Encara que des d’un inici la biometilacio de I’arsénic va ser considerat com un possible
mecanisme de desintoxicacid, aviat es va veure que alguns dels metabolits intermediaris eren
més toxics que el mateix arsenit (As'™), principalment el MMA! (Styblo et al., 2000). Per una
altra banda també s ha vist que aquesta via no es troba present en tots els animals, el que posa en
dubte el seu paper com a mecanisme universal en 1’eliminacié de ’arsénic. Aixi, la metilacid es
troba absent en mamifers tals com els micos titis, el ximpanzé i el conillet d'indies 1, contrariament
es troba present en el conill, el ratoli, la rata, el gos, la vaca, el mico “Rhesus” i I’ésser huma

(Aposhian i Aposhian 2006).

Dues possibles vies han estat proposades per explicar el metabolisme de l'arsénic. La primera
ruta proposada és la més popularment acceptada i va ser formalment postulada per Cullen i
Reimer ’any 1989. Aquest model es basa en una metilacio oxidativa (I’afegiment de grups CHs")
dels compostos trivalents produint la consegiient aparicié de compostos pentavalents, els quals
presenten un estat d’oxidacio superior als seus predecessors, essent posteriorment reduits de nou
a D’estat trivalent (Cullen, 2014). La principal font de grups CH3" és la S-adenosil metionina
(SAM), que és un metabolit procedent del metabolisme de 1’acid folic (Cullen i Reimer, 1989).
Aixi, en els primers passos de la ruta metabolica I’arsenat (AsY), un cop incorporat
intracel-lularment, és reduit enzimaticament a arsenit (As'™) en el citosol per part de la glutatio-
S-transferasa omega-1 (GSTO-1), la qual pertany a la familia de les glutatié6 S-transferases
(Zakharyan et al., 2001) amb 1’ajuda del GSH com a font de poder reductor. Un cop reduit I’arsenit
és posteriorment metilat per I’addicié d’un grup CHs" per part de una metil-transferasa formant-
se el metabolit intermediari MMAY, que posteriorment és reduit per ’acci6 enzimatica d’una
MMAY reductasa a MMA!"! i seguidament metilat de nou a DMAY, el qual sera novament reduit
a DMA" per I’accié d’una DMAY reductasa. Aquests metabolits poden seguir essent metilats a

oxid trimetilarsénic (TMAQOV) i reduits a acid trimetilarsénic (TMA™). Tal com podem apreciar

4
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en aquesta via és la metilacié sobre els compostos trivalents la que produeix compostos
pentavalents que son posteriorment reduits a compostos trivalents essent els metabolits finals de

la ruta.

Donat que en humans son els compostos pentavalents intermediaris (tal com el DMAY) i no
els metabolits trivalents els que principalment es troben en l’orina, aquest model ha estat
quiestionat. Per donar resposta a aquest fet s'ha proposat 1’accié del peroxid d’hidrogen (H»O»)
com a mecanisme oxidant dels productes finals trivalents, formant els compostos pentavalents
menys reactius i altament representats en [’orina (Aposhian et al., 2004). Alternativament,
Hayakawa et al. (2005) van proposar una nova ruta en la qual la metilacié és dona sobre 1’arsenit
que es troba conjugat a GSH, de manera que aquest no és oxidat tal com proposa la primera ruta.
Aixi, D’arsenat seria reduit a arsenit sense necessitat d’una accid enzimatica a través de la
contribucié tnica de GSH, seguidament 1’arsenit s’acomplexaria amb tres molécules de GSH a fi
de formar complexes As-GSH, que posteriorment seran metilats a l'intermediari monometil
arsonic diglutatio MMA-(GS); i dimetil arsonic glutatio DMA-GS. El mecanisme suggerit per la
formacio de tals intermediaris seria mitjangant un atac del grup sulfidril nucleofilic del complex
As-GSH sobre el grup sulfur cationic de SAM, transferint-se un grup CH3;* per part d’una
metiltransferasa. Aquests intermediaris seran reduits posteriorment a MMA!" a partir de MMA-
(GS), i a DMA™ a partir de DMA-GS gracies a I’acci6 del GSH. Finalment, aquests compostos
poden ser oxidats per I’accié del H,O, tal com s’ha mencionat abans, donant els productes finals
pentavalents MMAY i DMAY, respectivament (Hayakawa et al., 2005). Just un any després de la
publicaci6 de la via proposada per Hayakawa i col-laboradors, apareix una tercera via descrita per
Naranmandura i col-laboradors, en la qual es dona una metilacié igualment reductora i la
presentacio dels compostos pentavalents MMAY i DMAY com a productes finals i no com a
intermediaris del metabolisme. En aquesta proposta, 1’arsenit formara complexes amb proteines
(Naranmandura et al., 2006). La seva proposta es fonamenta basicament en el fet que 1’arsenit t¢
molta més afinitat per unir-se a proteines solubles i insolubles que amb el mateix GSH a través
dels seus grups tiol (-SH) presents en els residus de I’aminoacid cisteina (Cys). Breument,
’arsenit captat per organs com el fetge, és reduit formant complexes amb proteines, seguidament
és metilat gracies a 1’activitat d’una metil transferasa, on simultaniament sera seqiiencialment
metilat i reduit per la conjugacié amb els grups tiol de les Cys presents en les proteines, formant
els respectius compostos monometilats i dimetilats i finalment oxidats als productes finals MMAY

i DMAY.

Cal remarcar que malgrat que les diferéncies existents entre les tres rutes proposades
comparteixen el fet que I’enzim responsable en 1’addicié de grups CHs" es considera que és
I’arsénic-3-metiltransferasa (AS3MT) (Lin et al., 2002) i que la font de grups CH;" prové de la
SAM.
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A continuaci6 s'esquematitzen les tres rutes indicades (Figura 1).
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Fig. 1. Metabolisme de I’arsénic. A) Via de la metilacio oxidativa. B) Via proposada per Naranmandura et al. C) Via
proposada per Hayakawa et al. [aquest esquema és una adaptaci6 dels publicats per Aposhian i Aposhian (2006),

Rehman i Naranmandura (2012) i Watanabe i Hirano (2013)].
1.3. ROS i mecanismes antioxidants

En la metabolitzacio de 'arsénic, durant les successives oxidacions metilants i les reduccions
conseqiients posteriors, es generen especies reactives d’oxigen (ROS). Aquesta implicacio del
metabolisme en la produccié de ROS ha estat descrita en diferents estudis (Martinez et al., 2011),
mostrant-se com un dels mecanismes pels quals es generen aquests ROS, tot i no ser I’tnic. Altres
mecanismes contemplen a) la interaccié de 1’arsénic amb els mitocondris i la seva posterior
desestabilitzacio alliberant ROS interns formats durant la fosforilacié oxidativa, b) l'oxidacio de
I’arsenit (As") a arsenat (As") en plasma, c) la contribucid del Fe alliberat de la ferritina per
I’accid dels metabolits intermediaris, d) la reducci6 dels nivells de GSH a causa del metabolisme
de D’arsénic 1 ¢) la possible interaccidé de 1’arsénic sobre enzims antioxidants, promovent el

consegiient increment de ROS (Flora, 2011).

Independentment de quins son els mecanismes de generaciod, esta totalment acceptat que

I’exposicid a I'arsénic genera la preséncia i augment de ROS (Kitchin i Conolly, 2010). Aquestes
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molécules contenen un o més electrons desaparellats en les seves orbites atdbmiques o moleculars,
el que els confereix una alta reactivitat amb multitud de molécules, incloent-hi els acids nucleics
(Valko et al., 2007). Aquests es poden presentar en diferents formes, i les principals detectades
en exposicions a 'arsénic son les segiients: anid superoxid (O’ "), radical hidroxil (*OH), peroxid
d'hidrogen (H>0.), di-oxigen ('0,) i radicals peroxils (ROO¢) (Jomova et al., 2011). El radical O’
~ és considerat com un radical “ROS primari” que prové de 1’addicié d’un electr6 a la molécula
de '02, i la produccié d’aquest radical se sol donar majoritariament en els mitocondris a través
dels complexes 11 III de la cadena de transport electronic (Valko et al., 2007), on 1’arsénic crea
pertorbacions en les membranes mitocondrials promovent la seva 1’alliberacid al citoplasma
(Flora, 2011). L’acci6 dels enzims NADPH oxidases i xantines oxidases també promouen la seva
formacio d'igual forma que el metabolisme de 1’arsénic. El radical O>" ™ pot ésser posteriorment
dismutat en I'ambit dels mitocondris o en el citosol a H,O». Un altre punt de formacié de H,O,

son els peroxisomes, que 1’alliberen al citosol quan son danyats (Valko et al., 2007).

La combinacio de O,"~ amb H>O, produeix la formaci6 d’un altre radical com a producte final
essent *OH: (02" "+ H,0, — O, + *OH + OH-). Aquesta reaccio es denomina de Haber—Weiss,
descrita per primer cop als anys 30 del segle XX (Haber i Weiss, 1932). Per altra banda, 1'H,O,
en combinacié amb un metall tal com el Fe*" produeix I’oxidacié del ferro, convertint-lo a Fe**i
formant novament el radical *OH: (Fe*" + H,0, — Fe*" + +«OH + OH—). Aquesta reaccio es coneix
com a reaccié de Fenton descrita ja al segle XIX (Fenton, 1894). L'oxidacio posterior del Fe** a
Fe*" en preséncia del radical O, : Fe** + O, — Fe?' + O, reconstitueix de nou els nivells de Fe
2* disponibles a ser oxidats de nou per part del H>O, reconstituint de nou la reaccié de Fenton.
Aquestes dues reaccions (Haber-Weiss i Fenton) treballen paral-lelament formant el radical <OH
com a producte final de 1'oxidacié de 1’oxigen. Com podem observar el ferro es constitueix com
un element molt important com a cofactor de tals reaccions. En condicions normals aquests nivells
es troben sota un control cel-lular. Establint-se uns nivells fisiologics, pero en condicions d’estrés
aquest ferro pot ser alliberat de molécules que el contenen, essent un exemple el provinent de
grups (4Fe-4S) dels enzims de la familia deshidratases-liases (Liochev i Fridovich, 1994). En el
cas d’exposicions a l'arsénic, les espécies intermediaries metilades provinents del seu
metabolisme poden alliberar el ferro de la ferritina, augmentant el seu nivell i posant-lo disponible
per participar en les reaccions esmentades, promovent la formacio final de *OH (Ahmad et al.,

2000).

El radical *OH, tot i tenir una vida mitjana curta de 10” segons, és capag d’atacar I’enlla¢ N-
glicosidic format entre les bases nitrogenades i la desoxiribosa en el DNA, a més de les mateixes
bases nitrogenades puriques i pirimidiniques (Valko et al., 2007). Les conseqiiéncies negatives
d'aquests radicals ha portat a la cél-lula al llarg de I’evolucié a desenvolupar estratégies per

combatre els efectes derivats indesitjables (Cadenas, 1997) amb la finalitat de mantenir una
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homeostasi cel-lular, ja que aquests efectes es manifesten quan existeix un desequilibri entre els
ROS i els sistemes preventius desenvolupats per la cél-lula (Valko et al., 2007). Cal indicar que
nivells moderats els ROS poden mostrar efectes beneficiosos essent citotoxics per patogens,
controlant processos de senyalitzacid cel-lular, i promovent la mitosi (Droge, 2002). Les
estratégies cel-lulars dissenyades a fi de controlar els nivells de ROS inclouen: estrategies
preventives, barreres defensives i defenses antioxidants, aquestes ultimes inclouen enzims
antioxidants tals com la superoxid dismutasa (SOD) encarregada de dismutar el superoxid
produint el radical intermedi peroxid d’hidrogen, la glutatié peroxidasa (GPx), i la catalasa (CAT)
encarregades d’eliminar aquest peroxid d'hidrogen produint aigua i de nou oxigen. Per una altra
banda també inclouen molécules amb propietats antioxidants tals com acid ascorbic (vitamina C),
a-tocopherol (vitamina E), glutatié (GSH), carotenoides i flavonoides, entre d’altres. El balang
entre aquests i la quantitat de ROS presents confereixen una situacido d'homeostasis a nivell

cel-lular (Valko et al., 2007; Flora, 2011).

Sén diversos els treballs que mostren que 1’arsénic incrementa la produccié de ROS trencant
I’equilibri homeostatic present a la cél-lula. Alguns estudis han mostrat desregulacions en els
nivells d’antioxidants, reduint els nivells de glutatié hepatics en rates i ratolins exposades
cronicament a l'arsénic (Flora et al., 2008). Aquesta davallada se suposa i postula que és
conseqiiencia de 1’augment del metabolisme de 1’arsénic, on el GSH participa en diferents
reduccions en aquest metabolisme i és cofactor d’enzims participes tals com la GSTO-1. Sembla
que les variacions en els nivells d' enzims antioxidants difereixen segons les exposicions a
l'arsénic siguin agudes o croniques. Estudis amb exposicions agudes a dosis baixes han mostrat
un augment de SOD, CAT i GPx (Kitchin i Conolly, 2010), tot i que d’altres com 1’hemo-
oxigenasa (HO-1) s’han trobat sobre-expressats. Contrariament, alguns estudis emprant
exposicions croniques han mostrat una davallada en la preséncia i activitat dels enzims

antioxidants préviament mencionats (Mishra et al., 2008).
1.4. Via NRF2-KEAPI: Implicacions de I’arsénic.

Tots aquests sistemes protectors antioxidants necessiten un control per tal de mantenint-se a
nivells basals en homeostasis i poder ser activats en el moment que es requereixi la seva accio.
En aquest punt la principal via de senyalitzacio que governa I’activacio de la resposta a 1’estres
oxidatiu és la coneguda com Nrf2-Keapl-ARE (Kobayashi et al., 2006). Aquesta via regula
I’expressio6 de diferents gens, essent classificats en diferents categories. En primera instancia ens
trobem proteines de regulacié dels nivells redox tals com la GPx, SOD, CAT i HO-1, entre
d’altres. En un segon nivell trobem enzims desintoxicants cel-lulars de segona fase tals com les
glutati¢ S-transferases, entre d’altres, mentre que en la tercera fase ens trobem amb transportadors

tals com els MRPs. L’activacio de tot aquest sistema es regula a través dels nivells de ROS. Aixi,
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en condicions fisiologiques normals de ROS, el factor de transcripcio NRF?2 es troba unit a KEAP1
en el citoplasma, aquesta unié permet la ubiquitinitzacio i posterior degradacié de NRF2 en el
proteosoma 26S a través del complex que formen amb KEAP1 i la lligasa Cullin3-based E3. En
el moment que es produeix un increment de ROS, que promou una desregulacié del balang redox
intracel-lular, es produeix una dissociacidé del complex NRF2-KEAP1-Cul3-E3-lligasa,
permetent la consegiient translocacié de NRF2 al nucli, on s’uneix al promotor de la seqiiencia
denominada “element de resposta antioxidant, ARE” promovent la transcripcid seqiiencial en
cascada de les diferents categories de gens associats a la resposta antioxidant (Sinha et al., 2013).
El paper que juga I’arsénic en 1’activacié d’ aquesta via es considera com una prova indirecta de
la formacié de ROS per part de l'arsénic (Kumagai i Sumi, 2007), fet ampliament demostrat en
multiples estudis in vitro (Cérdova et al., 2014) i en animals utilitzant ratolins knockout pel gen
Nrf2 i analitzant el paper protector d’aquesta via en resposta a I’exposicio cronica a l'arsénic (Jiang
et al., 2009). La majoria d’aquests estudis demostren ’activacié de la via, pero alguns van més
enlla i han proposat un mecanisme alternatiu al convencional pel qual I’arsénic podria activar-la.
L’activacidé convencional de la via es promou, majoritariament, a través de la dissociacio del
KEAP1-Cullin3-basedE3-lligasa i NRF2, mitjancant la interaccié amb el residu de Cys151 de
KEAPI, promovent la posterior translocacié a nucli i conseqiient unié de NRF2 al ARE. Aquest
es coneix com a mecanisme canonic que confereix una activacio de la via controlada intermitent
amb una vida mitjana de NRF2 de 15-45 minuts (Sinha et al., 2013). Per altra banda es troba el
mecanisme alternatiu pel qual I’arsénic activaria la via, mantenint-la sobre-activada i des-regulada
emulant una expressio constitutiva, que €s tal com se sol presentar en les cel-lules tumorals.
Aquest mecanisme es coneix com la part fosca del NRF2 (Lau et al., 2013). En aquesta proposta
alternativa la proteina p62 implicada en els processos d'autofagia tindria un paper clau segrestant
el complex KEAP1-Cullin3-basedE3-1ligasa, augmentant la vida de NRF2 a hores i aproximant-
lo a una situacid d’expressio constitutiva d’activacio de la via. Aquesta via atorgaria a les cel-lules
una resisténcia als agents quimioterapics inductors de ROS, el que podria suposar un problema

en I'eliminacié dels tumors derivats de les exposicions croniques a 1' arsénic (Lau et al., 2013).

En la figura 2 s'esquematitza la desregulacio de la ruta NRF2-KEAP1.
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Fig.2. Desregulacio de la ruta NRF2-KEAP1.

(Adaptat de http://www.u.arizona.edu/~zhangd/RESEARCH.html i J.E.M. Wall (original artwork; Copyright ©2009
Joyce E.M. Wall)

1.5. Contribucio6 de I’arsénic en ’aparicio del dany oxidatiu en el DNA

El dany oxidatiu en el DNA generat per ROS s'ha proposat com un dels principals mecanismes
de carcinogénesi promogut per ’arsénic (Kitchin i Conolly, 2010). Malgrat aixo, altres
mecanismes d’accid mediats per l'arsénic també s’han associat al procés carcinogénic. Entre
aquests cal assenyalar la genotoxicitat exercida, la proliferacio cel-lular alterada, les interaccions
amb altres carcinogens promovent un comportament co-carcinogenic, la promocié tumoral i la

interaccié amb els mecanismes de reparacié del DNA (Hughes, 2002).

Meés recentment s’ha postulat la seva interaccid amb els mecanismes epigenctics, modificant
els patrons de metilaciéo del DNA (Bailey i Fry, 2014). Aquests mecanismes d'accid, juntament
amb el dany oxidatiu, poden portar a la cél-lula a presentar inestabilitat genomica, que és una
caracteristica comunament presentada per les cél-lules tumorals (Bhattacharjee et al., 2013).
Existeix un extens llistat de treballs els quals mostren 1’aparicié de dany oxidatiu en el DNA
posterior a una exposicio a arseénic. Aquests contemplen estudis in vitro amb linies cel-lulars (Li
etal., 2001; Kojima et al., 2009; Alarifi et al., 2013), basant-se alguns en el paper del metabolisme
de I’arsénic per explicar la generacido de ROS (Orihuela et al., 2013; Tokar et al., 2014), i altres

centrant-se a mostrar la seva preséncia i acumulacio en linies deficients en la seva capacitat d’

10



Arsenic, dany oxidatiu i cancer

eliminacio (Bach et al., 2014). També s6n multiples els estudis que ho han demostrat in vivo,
preferentment amb rates i ratolins (Bhadauria i Flora, 2007; Sinha et al., 2010) aixi com estudis
epidemiologics en humans, a escala de poblacions cronicament exposades per consumir aigua
contaminada (Biswas et al., 2010; Chou et al., 2014), o grups exposats laboralment (Lin et al.,
2012; Pei et al., 2013) i inclus en pacients sota tractament amb ATO en quimioterapia de APL
(Ninomiya et al., 2006).

El dany oxidatiu en el DNA es concreta en tot un ampli ventall de lesions que pateixen les
bases nitrogenades, essent oxidades i modificades, el que pot provocar futures mutacions en el
DNA. Aquestes lesions tenen el seu origen en 1’accio dels ROS, especialment en el radical *OH
que ataca el DNA formant diferents tipus de bases oxidades (Bohr et al., 2002). Entre totes
aquestes lesions, la més estudiada, encara que no és la més freqiient, és la 7, 8- dihidro-8-
oxoguanina, més popularment coneguda com a 8-OH-dG, abreviada a 8-oxo-Gua o 8-OH-Gua.
Aquesta és una de les 15 variants possibles d’oxidacidé de la base purica guanina i va ser
descoberta i descrita als anys 80 (Kasai i Nishimura, 1984). Es forma espontaniament en els
organismes aerobics a través de 1’accio dels ROS generats durant la respiracio cel-lular, la radiacio
ionitzant i I’accio de metalls entre d’altres (Hirano, 2008), apareixent intracel-lularment ja sigui
en el pool de nucleotids o integrada en el DNA (Klungland i Bjelland, 2007). La perillositat
d’aquesta lesio s’esdevé en el fet que €s mutagénica promovent 1’aparicié de mutacions puntuals
del tipus transversions GC:TA (Cheng et al., 1992), essent la base oxidada més freqilient en
cancers com els de pulmo, mama, ovaric, gastric i colorectal (van Loon et al., 2010). Aquesta
capacitat de produir mutacions ha estat corroborada recentment en ratolins exposats a arsénic
(Takumi et al., 2014). Tant la seva incidéncia com les seves conseqiiéncies han fet que aquesta
lesio en el DNA sigui utilitzada com a biomarcador per detectar poblacions altament exposades
de manera cronica (Loft et al., 2012), convertint-se en una eina molt til en la prevencio del risc

associat a cancer degut a 'arseénic (De Vizcaya-Ruiz et al., 2009).
1.6. Reparacio del dany en el DNA: Mecanisme de reparacié BER

Els organismes, al llarg de 1’evolucié i davant el perill que suposa la preséncia i acumulacid
de mutacions en el DNA, han creat diferents mecanismes de reparacid per mantenir la integritat
dels seus genomes, evitant la promocié de la seva inestabilitat. Un dels mecanismes desenvolupats
¢és I’anomenat mecanisme de reparacié per excisid de bases (BER), que és el mecanisme escollit
per reparar les lesions generades pels ROS, que produeixen més de 60 tipus de lesions diferents
tals com I’oxidacio, l'alquilacid i la desaminacié o depurininitzacié/depirimiditzacio de bases

nitrogenades (Robertson et al., 2009).

Aquest sistema de reparacio es troba conservat al llarg de 1’evolucio, presentant-se des de

bacteris com Escherichia coli fins a humans (Wallace et al., 2013). Fou descobert als anys 70 del
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segle XX, buscant una possible ruta enzimatica capag d’eliminar els uracils incorporats en el DNA
de E. coli, i avui en dia es coneix bastant bé aquesta ruta de reparacié que consta de diferents
passos que es produeixen de manera seqiiencial amb participacié de quatre proteines; una DNA
glicosidasa, una AP endonucleasa o AP DNA liasa, una DNA polimerasa i una DNA lligasa,

complementades per la coordinacié d’altres.

En funcio del tipus de lesio, existeixen dues variant en la modalitat de BER denominades com
a curta o llarga (Sung i Demple, 2006). La principal diferéncia entre les dues vies, a part de les
proteines complementaries que puguin participar, €s 1’eliminacié d’un nucleotid en la via curta, i
I’eliminacié de més d’un nucleotid en la llarga. La via curta és la més emprada i, breument, en els
primers passos una N-glicosidasa reconeix especificament la base danyada, catalitzant el
trencament de 1’enllag N-glicosidic existent entre la desoxiribosa i la base nitrogenada, eliminant

la base i creant un lloc abasic (AP).

Seguidament, la desoxiribosa és trencada i processada per una DNA-AP endonucleasa essent
la proteina APEX1 i una DNA-AP liasa la qual per un mecanisme de B-eliminacié promoura
’aparici6 en la posicid 3' d’un o,p aldehid insaturat adjacent al fosfat en la posicio 5°, formant un
forat en una de les dues cadenes de DNA. L’activitat de la DNA-AP endonucleasa crea un tall en
I’extrem 5°, mentre que la DNA-AP liasa crea un tall en I’extrem oposat 3°. Es crea aixi un forat
a fi de ser omplert posteriorment per I’accié d’'una DNA polimerasa, essent la DNA polimerasa 3
la que primerament processara I’extrem 5°dRP creat per la APEX1, formant un extrem 5°-P lliure
i ’extrem 3’ formant un 3’-OH, fent compatible el forat a ser omplert amb la base complementaria
corresponent. Finalment, aquest forat sera segellat per I’accio d’'una DNA lligasa, en particular la
DNA lligasa III (LIG3) (Wallace et al., 2013). Altres proteines tals com la XRCC1 participen
també activament en la via reclutant les proteines participants i fent-les de suport a fi que realitzen

les seves funcions especifiques dintre la ruta (Wallace et al., 2013).

La fidelitat en la reparacio de les diferents lesions i tipus de bases danyades radica en I’amplia
varietat de N-glicosidases existents. Es considera que existeixen onze variants diferents,
cadascuna destinada a reconéixer una o multiples lesions especifiques, algunes d’elles essent
mono funcionals podent unicament reconéixer una lesioé especifica i trencant I’enllag N-glicosidic,

mentre que altres son bifuncionals tenint una activitat AP liasa extra (Robertson et al., 2009).

Un esquema d'aquesta ruta s'indica en la figura 3.
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Fig.3. Ruta BER. (Adaptat de Nickson i Parsons, 2014).

1.7. N-glicosidases especifiques en la reparacié de la lesi6 8-0x0G en el DNA: la

0GG1

Una de les lesions més estudiades i present en les cel-lules exposades a 1'arsénic és la 8-OH-
dG, que ¢és eliminada del DNA emprant la ruta curta BER en mamifers a través del reconeixement
especific per la N-glicosidasa bifuncional OGG1. Aquest enzim mostra una alta especificitat per
aquesta lesio, tot i que també reconeix altres lesions com el FaPy-G i la 8-oxoadenina (Robertson
et al., 2009; Wallace et al., 2013). La seva unid i reconeixement de bases danyades en el DNA es

realitza a partir de la participacié de dos motius continguts en 1’estructura proteica, essent un

d’ells en format “helix-hairpin-helix” i I’altre corresponent a motius en format dits de zinc Cys2-

His2 (C2H2) (Hirano, 2008). Tot i mostrar-se especifica en el reconeixement i eliminacio de la
lesio 8-OH-dG, no es confereix com 1inic enzim en fer-ho, ja que altres N-glicosilases com la

NEIL1 poden realitzar tal accid, encara que de forma més inespecifica (Hailer et al., 2005).

A part de I’acci6 directa per part d’aquestes dues N-glicosilases en 1’eliminaci6 de les 8-0xoG
presents en el DNA, la cél-lula ha desenvolupat estratégies alternatives que no actuen directament

eliminant la 8-OH-dG del DNA. Aquests sistemes actuen sobre les guanines oxidades provinents

13



Arsenic, dany oxidatiu i cancer

del pool de nucleotids, prevenint la seva incorporacio en el DNA per part de les DNA polimerases.
Exemples d’aquest tipus d'actuaci6 el troben en enzims com la MTH1, que actua com a fosfatasa
convertint les 8-0xoGTP en 8-0xoGMP, prevenint aixi I’aparicié de futures mutacions (Sakai et

al., 2002).

Respecte a la seva localitzacio en el genoma, en humans el gen OGGI es localitza en el
cromosoma 3 presentant 8 exons, la seva transcripcio produeix 4 variants obtingudes per processat
alternatiu, i totes aquestes variants comparteixen un Unic C-terminal i una seqiiéncia de
senyalitzacié mitocondrial a 1’extrem N-terminal. Les variants més freqiients corresponen a les
anomenades 0-OGGl1 i B-OGG1, amb seqiiencies peptidiques de 345 i 424 aminoacids i pesos
moleculars de 39 147 kDa, respectivament. Les dues variants es troben presents en compartiments
cel-lulars diferents; aixi, mentre la variant a-OGG1 es localitza principalment en el nucli cel-lular,
la B-OGGH es troba en els mitocondris (Nishioka et al., 1999). Paradoxalment, la seva ubicacid
no garanteix la seva funcio, ja que mentre la a-OGG1 és capag de reparar les 8-0x0G en el nucli,
la variant B-OGG1 és incapag, concedint-li aquesta funci6 a la variant a-OGG1 (Hashiguchi et

al., 2004).

La seva expressio en condicions no patologiques es troba preferentment en teixits com el fetge,
intesti, ronyo, testicles, nodus limfatics, cortex cerebral i placenta, entre d’altres. Es interessant
remarcar que en condicions patologiques, com en diversos tumors (mama, colon, prostata, pulmo

i fetge) la seva expressio es troba molt augmentada (Sampath, 2014).

1.7.1. Del descobriment de OGG1 a I’lis de models de ratoli Oggl™

La historia del descobriment de gen Oggl es remunta als anys 90 del segle XX en la cerca de
la preséncia d’un gen homoleg en eucariotes a la glicosidasa Fpg (formamido pirimidina DNA
glicosidasa) present en procariotes, la qual era capag de reconéixer la 8-OH-dG entre altres bases
oxidades (Boiteux et al., 1990). Aixi, I’any 1996 els cientifics aconseguiren identificar un gen
homoleg a Fpg en Saccharomyces cerevisiae, essent identificat per primera vegada en un
organisme eucariota (van der Kemp et al., 1996); anys després fou clonat i identificat en mamifers

proposant-se com 1’enzim clau en la reparacié de les 8-OH-dG (Hirano, 2008).

Al llarg del temps I’interés a estudiar el paper de la ruta BER in vivo ha portat als cientifics a
utilitzar models murins knockout. Aquests models, que es poden generar utilitzant diferents
estratégies, presenten la inactivacio selectiva de gens, eliminant la seva posterior expressio i
comprometent les funcions determinades pels mateixos en les vies corresponents (Hall et al.,
2010). En el cas de la ruta BER es basen en el silenciament d'una o més proteines components de
la ruta. La utilitzaci6 d’aquesta estratégia permet estudiar la implicacié del dany oxidatiu en
termes fisiologics i de carcinogeénesis en l'ambit d'organisme. Paral-lelament es pot demostrar la

necessitat vital d’algunes d’aquestes proteines en veure letalitat en els individus portadors dels
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gens corresponents inactivats. Un exemple ho tenim en APEX] i en el gen de la DNA polimerasa
B.

Pel que fa a ratolins knockout en N-glicosilases especifiques, aquests no presenten letalitat,
mostrant una possible polivaléncia d’aquestes proteines en els primers passos de reconeixement
del dany en la ruta. Analitzant el cas de OGG1, el primer model muri knockout per aquest gen fou
obtingut de manera simultania per dos laboratoris a finals del segle XX (Klungland et al., 1999;
Minowa et al., 2000). Aquesta soca de ratolins era viable i presentava un fenotip normal lliure de
patologies, tot i que I'eliminacioé de I’expressio de la N-glicosidasa Ogg/(Oggl™) els conduia com
a candidats teorics a acumular nivells basals més elevats de 8-OH-dG. La hipotesi fou descartada
quan s’observa que els nivells espontanis elevats de 8-OH-dG eren detectats exclusivament en
teixits de lenta proliferacid tals com el fetge; a part, aquest increment espontani no s’associa a I’
aparici6 de tumors (Epe, 2002). Al contrari altres investigadors mostraren un increment global
genomic dels nivells de 8-OH-dG i la posterior aparicio de tumors pulmonars i de colon (Liao et
al., 2008) discrepant sobre la contribucio en l'increment de la lesié 8-OH-dG respecte a I’apariciod
de cancer, com a principal conseqiiéncia en la deficiéncia de la ruta BER. Tot i aquestes
discrepancies, la generacié d’aquest model, i les linies cel-lulars embrionaries provinents, han
estat de gran utilitat en I’estudi de la implicacio del dany oxidatiu en multiples arees de recerca.
Aixi, el model muri Oggl™ ha estat utilitzat en 1’estudi de malalties metaboliques tals com la
diabetis (Yuzefovych et al., 2013) i l'obesitat (Sampath et al., 2012); en estudis immunologics
referents a la resposta inflamatoria generada per ROS (Li et al., 2012) o en el camp de les

nanoparticules valorant la seva genotoxicitat (Asare et al., 2012), entre altres molts camps.

La utilitzacido d’aquest model de ratolins en estudis amb carcinogens ha confirmat l'alta
sensibilitat d’aquestes soques als compostos oxidants; mostrant per exemple un increment dels
nivells de 8-OH-dG en els ronyons de ratolins tractats cronicament amb KBrOs, mostrant-se 70
vegades superiors als ratolins salvatges i amb un posterior increment associat de mutacions tipus
transversions GC-TA (Arai et al., 2002), tot i sorprenentment no associant-se aquest fet a
I’aparicié de tumors (Arai et al., 2006). Per altra banda, també ha mostrat una sensibilitat
d’aquests als efectes de la radiacié UV-B promovent 1’aparicio de tumors de pell (Yogianti et al.,

2012).

Respecte a les linies cel-lulars aillades a partir d’embrions de ratolins Oggl™, aquestes han
estat principalment de tipus fibroblastic, i s’han utilitzat en diversos estudis com els encaminats
a identificar 1’especificitat de Oggl en reparar falsos aparellaments produits per la 8-OH-dG
(Dantzer et al., 2003), els que estudien la seva implicacio en la reparacio durant la transcripcio
geénica (Le Page et al., 2000), i els que estudien la uni6 de proteines a Oggl durant la reparaciod
(Noren Hooten et al., 2011). Diversos camps han utilitzat aquestes linies cel-lulars incloent els

estudis de genotoxicitat de diferents agents com son els nanomaterials (Annangi et al., 2015).
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Pel que fa als estudis amb arsénic tan sols un estudi ha utilitzat el model de ratoli Oggl”
explorant la seva capacitat carcinogeénica a través del mecanisme de generacié de dany oxidatiu
(Kinoshita et al., 2007). En aquest estudi ratolins knockout per Oggl foren tractats cronicament a
través la ingesta d’aigua que contenia el metabolit DMAY durant 72 setmanes, mostrant nivells
de 8-OH-dG sis vegades superiors als observats en els controls, i associant-se amb 1’aparicio de
tumors pulmonars. Aquesta via ha estat explotada pel nostre grup utilitzant linies de fibroblasts
de ratoli (MEF) per determinar la generacié de dany oxidatiu en exposicions croniques i la
possible capacitat carcindgena a través d’aquest mecanisme. Aixi, linies cel-lulars MEF Oggl™
cronicament exposades durant 20 setmanes a diferents concentracions sub-toxiques d’arsenit
sodic han mostrat un increment en els nivells de dany oxidatiu (Bach et al., 2014). Aquest
increment s"ha mostrat acompanyant d’una preco¢ adquisicid d’un fenotip tumoral (sense

publicar).

1.7.2. Polimorfisme OGG1 Ser326Cys en humans

En el cas de I’espécie humana no existeixen individus knockout per a la ruta BER, sind que
aquests presenten variants en diferents gens de la ruta BER algunes de les quals s'han associat
amb increments en la incidéncia de diversos cancers (Wallace et al., 2013). En aquest context el
gen Oggl no és una excepcid i també registra diferents polimorfismes alguns dels quals
comprometen la seva activitat, disminuint o anul-lant la seva capacitat reparadora (Audebert et

al., 2000), 1 associant-se amb 1’increment de la incidéncia en cancer (Wallace et al., 2013).

Un dels polimorfismes del gen Oggl més estudiats és el denominat Ser326Cys. Aquest
polimorfisme de simple substitucio de nucleotid fou citat per primer cop en la poblacio japonesa,
un 47,6% de la qual era heterozigota per aquesta variant (Dherin et al., 1999). Més tard s'ha vist
que les freqiiéncies al-1¢liques varien entre un 40-60% en les poblacions asiatiques i un 23-41%
en les poblacions caucasiques (Hung et al., 2005). Aquesta mutacio puntual s’origina a la posicio
1245 de I'exd 7 del gen, resultant en una substitucid d’una serina per una cisteina en la posicio
326 en la seqiiéncia proteica. La substitucié d’un aminoacid que conté en el seu grup radical un
hidroxil (-OH) per un que conté un grup tiol (-SH), compromet 1’activitat reparadora de I’enzim
disminuint la seva Ky i la seva afinitat per unir-se al dany especificament, mostrant com a resultat
una disminuci6 en la capacitat d’excisio de la lesiéo 8-OH-dG del DNA de 2 a 6 cops inferiors
comparada amb 1’exhibida per la variant salvatge (Hill i Evans, 2006). La importancia de I’
activitat desenvolupada per l'enzim explica que la preséncia de I’al-lel mutant s'hagi trobat

associada a diversos cancers com els de pulmo, esofag, pancrees i colon (Wei et al., 2011).

Existeixen estudis avaluant les associacions existents entre incidéncia de cancer i individus
portadors del polimorfisme Ser326Cys en poblacions cronicament exposades arsénic. Encara que
no s’han pogut demostrar associacions significatives, si que s'han trobat augments en els nivells

de 8-OH-dG en els individus portadors de la mutacié (Fujihara et al., 2011), el que els fa candidats
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a patir cancer en un futur. La poca literatura referent a les implicacions d’aquest polimorfisme en
el cancer generat per 1’arsénic obliga a realitzar més estudis emmarcats en aquest camp per tal de
reforgant la teoria de la implicaci6 directa del dany oxidatiu com a mecanisme d’accio en la

generacio de tumors.
1.8. El cancer com a conseqiiencia de I’exposicio a I’arsenic

El cancer és una malaltia d’origen multifactorial que comporta una desregulacid en l'ambit de
la integritat, organitzacio i homeostasis dels teixits diferenciats adults provocant la desregulacid
del creixement a nivell cel-lular que, en el pitjor dels casos, comporta la mort del pacient. S'han
descrit més de 200 tipus diferents de cancer que afecten diferents organs i teixits, essent milions
les persones que es troben afectades per algun tipus de cancer (Siegel et al., 2013). Tant I’elevada
incidéncia com la seva transcendéncia fa que siguin molts els grups que es dediquen a conéixer
els mecanismes involucrats en la iniciacio, promocié i1 progressio del cancer per tal de trobar una
possible cura (Haber et al., 2011). Una de les grans innovacions en aquest tipus d'estudis és 1I’Gs
de cultius cel'lulars, el qual ha permés estudiar multiples mecanismes implicats en la
transformacié de cel-lules tumorals aillades de pacients. A més, aquestes linies cel-lulars
permeten estudiar els efectes de potencials agents carcindgens en humans, estudiant el seu
comportament en cultius in vitro a fi de trobar possibles terapies. Com també en els escenaris in
vivo, les cel-lules transformades presenten in vitro unes propietats d'identitat uniques que les
diferencien d’una cel-lula no tumoral. Entre aquestes caracteristiques destaquem: un increment
en la proliferacio cel-lular, ’evasio a la supressio del creixement, la tolerancia a 1’apoptosi, la
formacié de capil-lars sanguinis (angiogénesi) per tal de nodrir-se el tumor, i activacio de
programes d'invasio 1 metastasis. A més, cal afegir altres propietats com la re-programacio del
metabolisme cel-lular i I’evasio de la destruccido per part del sistema immune (Hanahan i
Weinberg, 2011). Aquestes marques d'identitat Gniques en les cél-lules amb un fenotip tumoral
poden ser identificades in vitro utilitzant bateries d’assaigs que inclourien diferents técniques

enfocades a la seva deteccid (Breheny et al., 2011).

1.8.1. Tecniques de deteccio del fenotip tumoral in vitro
En les segiients seccions es descriuen les caracteristiques principals d’aquelles técniques de

deteccio del fenotip tumoral in vitro que s'han fet servir en el desenvolupament d'aquesta Tesi.
- Soft-agar

La capacitat de creixement independent d'ancoratge a un substrat en una matriu tridimensional
és una de les caracteristiques que s’englobarien dintre les propietats d'identitat presents en
cel-lules tumorals i que no presenten les cél-lules amb un fenotip normal. Aquesta habilitat es pot
presentar tant en cél-lules derivades de tumors primaris com en cél-lules transformades in vitro

per 1’acci6 de carcinogens (Cifone, 1982) i és atribuida a ’activacio d'oncogens en les fases
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d’iniciaci6 de la transformacio cel-lular (Brunner et al., 2004). La técnica descrita per Hamburger
i Salmon (1977) fou anomenada assaig de tumorigenicitat clonogenica, o soft-agar, donat que les
cel-lules creixien en aquesta matriu. La seva esséncia radica en la valoracio de la capacitat
intrinseca mostrada per les cel-lules en creixement i expansio formant colonies visibles un cop es
troben sembrades en placa en una matriu d’agar tridimensional formada per dues capes d’agar.
Aquestes capes presenten diferents concentracions d’agar i I'assaig suposa; la tripsinitzacio de
les cel-lules crescudes in vitro, el seu filtratge per tal de ser aillades, i la seva sembra en un nimero
adequat en la capa superior. A continuaci6 s'incuben a 37 °C 1 5% CO, durant un periode comprés
entre 3-4 setmanes. Passat aquest temps les plaques es tenyeixen utilitzant colorants tal com el
cristal  de  violeta 0,005%, o el INT (2-p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl-5-
phenyltetrazoliumchloride) a la concentracio del 1%. La tinci6 posara de manifest la preséncia de
colonies cel-lulars aillades, les quals provenen d’un clon cel-lular primari que adquiri la capacitat
de créixer de manera independent d’ancoratge al substrat i prolifera independentment, formant
una colonia visible. Les plaques s’ escanejen i el nombre de colonies formades es compta utilitzant
un software de comptatge automatic tals com el NICE® (Clarke et al., 2010) o el OPENCFU®
(Geissmann, 2013).

- Soft-agar indirecte

A part de valorar la iniciaci6 en la transformacid cel-lular és també important valorar els
efectes sobre la promoci6 en el creixement tumoral. Aixo €s possible amb una petita modificacio
de la tecnica del soft-agar original enfocada avaluar la capacitat exercida per cel-lules que es
trobarien presents en I'estroma circumdant d’un tumor en promoure el seu creixement i progressio.
Actualment la idea que la composicid cel-lular dels tumors és homogenia esta quedant obsoleta,
acceptant-se que la seva composicié €s heterogenia i composta per diferents tipus cel-lulars,
essent un dels tipus els fibroblasts associats a tumor. Aquests es troben rodejant la massa tumoral
en l'estroma del tumor, contribuint a diferents processos tals com en la promocié del seu
creixement, la formacié d’una xarxa capil-lar sanguinia per tal de nodrir-lo (angiogenesis), i
inflamacié i promocié de la metastasi (Madar et al., 2013), a part d'intervenir en la reprogramacio
del metabolisme de les cél-lules tumorals adjacents en la massa tumoral (Lisanti et al., 2013).
Aixi, no és doncs sorprenent que aquestes cel-lules s’hagin convertit en les futures dianes en la

quimioterapia (Madar et al., 2013).

El fet que els fibroblasts poden exercir un efecte en la promoci6 del creixement de linies
cel-lulars tumorals en una matriu d’agar és conegut ja des de fa anys (Citron et al., 1986). La
importancia del paper dels fibroblasts dintre el microambient tumoral ha portat a dissenyar una
técnica capag¢ de valorar la promocidé del creixement tumoral utilitzant com a base la ja
desenvolupada técnica del soft-agar. Es parteix de cultius cel-lulars amb una capacitat intrinseca

de créixer de manera independent no ancorada a substrat i que mostren una resposta a la induccio
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al creixement per sérum. Per una altra banda es cultiven fibroblasts que han estat exposats de
forma cronica a un agent del qual volem esbrinar les seves propietats carcinogenes. Aquestes
cél-lules se les manté sense sérum durant 72 hores a fi de for¢ar I’excrecié de factors de
creixement i citoquines que solen estar contingudes en el sérum en condicions normals per tal de
garantir un nivell optim de creixement en cultiu. Aquest medi sense sérum es coneix com a medi
condicionat. Les linies tumorals es tripsinitzen i es resuspenen en una mescla d'agar que conté el
medi condicionat provinent dels fibroblasts i es sembren en la capa superior del sistema de doble
capa del soft-agar. A partir d'aqui se segueix el protocol abans descrit. La caracteristica d'aquest
assaig és que no interessa tant el nombre de colonies sin6 la mida de les colonies que es compara
en I’obtinguda en un creixement sense medi condicionat. Aixi, la quantificacio de la mida de les
colonies ens permetra revelar si un suposat carcinogen pot exercir efectes sobre 1’estroma tumoral,

a part de valorar la seva interaccio especifica amb un determinat tipus de teixit tumoral.
- Zimograma

A part de l'efecte en la promocié del creixement tumoral, la promocié de 'angiogénesi i la
metastasi son altres propietats intrinseques mostrades per les cél-lules tumorals. En aquest camp
les metal-loproteinases de matriu (MMPs) juguen un paper molt important, ja que se solen trobar
altament incrementades promovent tals efectes en les cél-lules tumorals (Kessenbrock et al.,
2010). Aquestes proteines pertanyen a una familia d'endopeptidases dependents de zinc i
comprenen actualment 23 tipus diferents, les quals es classifiquen segons basicament la seva
preferéncia en degradar diferents components que es troben a la matriu extracel-lular. En
condicions d'homeostasis se solen trobar en formes preenzimatiques no actives, inhibides pels
seus inhibidors anomenats TIMPs. La seva activacid a una forma activa enzimatica respon a un
mecanisme anomenat interruptor de cisteina (Visse i Nagase, 2003). En les MMPs el residu de
cisteina (Cys73) es troba formant un enllag amb una molécula de Zn** la desestabilitzacid d’aquest
enllag a partir d’una molécula de HO promou la formacio d’una forma enzimatica intermediaria
que ¢és subjecte posterior a un autotrencament per accié de proteases que confereixen la forma
final activa (Springman et al., 1990). De les 23 descrites actualment, hi ha dues (MMP-2 i MMP-
9) amb preferéncia per la gelatina i diferents formes del col-lagen, que es troben altament
incrementades en c¢l-lules transformades i, per aquesta rad, son les més comunament avaluades
(Snoek-van Beurden i Von den Hoff, 2005). L avaluaci6 de la preséncia de MMPs es pot detectar
mitjangant la denominada técnica del zimograma amb diverses variants, entre les quals la variant
dependent de substrat és la més utilitzada (Wilkesman i Kurz, 2012). En aquesta variant el medi
condicionat de les cel-lules es recol-lecta per tal de valorar la preséncia de MMPs. Es carrega en
un gel de SDS amb poliacrilamida al 10-12% que conté gelatina i es corre mitjangant
electroforesis en condicions no reductores durant 90 min. Durant 1'electroforesi el SDS provocara

la formaci6 de la forma intermediaria de les pre-MMPs, mimetitzant el que passaria en la situacid

19



Arsenic, dany oxidatiu i cancer

in vivo, interactuant sobre I’enllag format entre Cys73 i Zn*' i migrant a través del gel segons el
seu pes molecular. Un cop finalitzada l'electroforesi el gel €s incubat amb una solucid de
renaturalitzacié que permet la recuperacio de I’activitat perduda durant I'electroforesi a través
d’un bescanvi entre el SDS per Triton® X-100. Posteriorment el gel s'incuba amb una soluci6 de
revelat durant tota la nit permetent a les MMPs activades digerir in situ la gelatina continguda en
el gel. Una contra-tincio utilitzant Coomasie® Blue amb posteriors rentats permetra revelar la
posicio i quantitat de les MMPs en el gel. Els gels poden ser posteriorment escanejats i quantificats

utilitzant softwares de quantificaci6 arbitraria tals com ImageJ (Rasband i Ferreira, 2014).
- Valoracio del potencial metastasic

La preséncia d’alts nivells de determinades MMPs és important per valorar la metastasi, pero
no és un marcador exclusiu de tal procés. Per tant, és important tenir eines per identificar-lo i
quantificar-lo com tret caracteristic de fenotip tumoral. El fenomen de la metastasi té un interés
molt rellevant, ja que es correspon amb els estadis finals del cancer i s'associa amb una alta taxa
de mortalitat (Chaffer i Weinberg, 2011). La necessitat de desvetllar els mecanismes in vivo ha
portat als cientifics a I’establiment de diferents técniques per estudiar-la in vitro (Kramer et al.,

2013).

Encara que son moltes técniques que han estat proposades, la més utilitzada és l'assaig
d’invasio utilitzant les cambres de Boyden (Falasca et al., 2011). Aquestes consten d’un transwell
adaptat a un pouet, on el transwell correspon a la part superior de la cambra contenint una
membrana semifluida amb un porus de mida definit essent normalment de 8 um i en la part
inferior de la cambra es troba un pouet aillat del transwell. El principi basic de la técnica es basa
a mimetitzar in vitro el procés de metastasi a través de la construccié d’una barrera fisica en la
base del transwell creant dos espais ben diferenciats per 1’addicié d’una matriu sintética. La
matriu sintética esta constituida per un extracte del tumor de Engelbreth-Holm-Swarm provinent
de ratoli que conté basicament tots els components que presenta una matriu extracel- lular
anomenada comercialment com a Matrigel® (Benton et al., 2014). Les cél-lules destinades a
valorar la seva capacitat invasora se sembren tot just per sobre de la barrera fisica constituida pel
Matrigel® i, paral-lelament, es diposita a la part inferior de la cambra un quimio-atraient que sol
correspondre a medi condicionat provinent del cultiu de fibroblasts. Aixi, les cél-lules que
presentin o hagin adquirit una capacitat d’envair seran capaces de travessar la barrera fisica

introduir-se en els porus del filtre migrant vers el quimio-atraient.

La técnica consta de multiples processos i d’una preparacidé prévia per al seu correcte
desenvolupament. En primer lloc les cél-lules a ser avaluades, siguin tumorals o sospitoses
d’haver adquirit un fenotip tumoral a causa d’una exposicio cronica a un possible carcinogen,

se'ls hi priva de sérum durant 24 h a fi d’estimular la seva migracio. Paral-lelament es prepara
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medi condicionat provinent de fibroblasts seguint de manera igual el protocol utilitzat en el sof-
agar indirecte. El dia de 1’assaig es prepara la matriu sintética preparant una mix 1:2 (Matrigel®:
medi cultiu cel-lules a avaluar + 0,1% BSA) disposant-la a l'interior de la cambra en la part del
transwell 1 deixant-la solidificar a 37 °C creant la barrera fisica que habilitara dues zones
diferenciades en la cambra de Boyden. Seguidament es col-loca a la part inferior de la cambra de
Boyden el medi condicionat més 0,1% de BSA. Per altra banda, les ce¢l-lules a avaluar es
tripsinitzen i recol-lecten a fi de preparar una suspensio cel-lular que contingui un nimero adequat
(5x10%- 1x10°) resuspeses en medi fresc especific pel creixement normal en cultiu sense sérum
perd amb preséncia de 0,1% de BSA. Aquesta suspensio es disposa just a la barrera de Matrigel®.
L'addici6 de BSA evita D’agregacio cel-lular mantenint les cél-lules individualitzades.
Seguidament es deixa incubar a 37 °C ia 5% CO- durant diferents periodes de temps compresos
entre 24 - 72 h. Passat aquest periode de temps les cél-lules que hagin pogut migrar i travessar
digerint la barrera de Matrigel® romandran en la part inferior de la cambra de Boyden. Aquestes
poden ser tenyides, marcades amb fluorocroms i observades en microscopi de fluorescéncia o ser

tripsinitzades i comptades utilitzant un comptador cel-lular (Moutasim et al., 2011).

La utilitzaci6é d’aquesta técnica no tan sols permet valorar el guany en la capacitat invasora en
una cél-lula fenotipicament normal, sindé que també permet 1’estudi de 1’efecte de farmacs sobre
cel-lules tumorals o en les mateixes c¢l-lules de 1’estroma tumoral per detectar una possible

disminucio de la seva capacitat invasora (Bersini et al., 2014).
- PCR a temps real i Western-blot

La complementaci6 en la valoracio de canvis genétics intrinsecs esdevinguts en les cél-lules
al llarg de I’exposicio a carcinogens esdevé també un fet prou important a tenir en compte com a
marcador d’adquisicio de fenotip tumoral, complementant la informaci6 prévia aportada per les

anteriors técniques.

Aquests canvis intrinsecs es refereixen per exemple en la valoracio de 1'expressio de gens tals
com marcadors de cél-lules mare o implicats en els processos de transicio d’epiteli a mesénquima,
ja que aquests se solen trobar desregulats en diversos tumors (Hanahan i Weinberg, 2011) i
especialment en cél-lules cronicament exposades arsénic (Tokar et al., 2011b). En aquests casos
la valoracio de la desregulacio soferta s’avalua mitjangant una PCR a temps real (Real time RT-
PCR), quantificant els nivells de mRNA presents (Freeman et al., 1999) o per Western-Blot
(Erickson et al., 1982), valorant la quantitat de proteina traduida especifica per cadascun dels

gens.

1.9. Induccié de carcinogénesi in vitro per I’arsénic
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Tot aquest seguit de técniques englobades i dintre un marc de bateries d’assaig s’utilitzen
actualment per a la deteccio i ’estudi dels mecanismes implicats en la carcinogeénesi in vitro a

I’exposicio a diferents agents ambientals, essent I’arsénic un exemple d’ells.

La possible implicacié de I’arsénic en la carcinogeénesi ja era motiu de sospita en el passat
(Hutchinson, 1911), encara que no va ser fins als anys 80 quan I'Ageéncia Internacional de Recerca
en Cancer (IARC) va reunir suficients proves per classificar-lo en el grup I com a carcinogen en
humans promovent I’aparicio de cancers en pell, bufeta i pulmo6 (IARC, 1980), i com a possible
en fetge, prostata i ronyd (IARC, 2012). Aquest fet epidemiologic ha estimulat la recerca dels
mecanismes pels quals l'arsénic podria generar 1’aparicid de tumors, proposant-se la utilitzacio

de models in vitro per resoldre tal qiiestio.

En la determinacio de la carcinogenicitat in vitro de 1’arsénic han jugat un paper molt important
els assaigs denominats de transformacio cel-lular. Aquests es defineixen com tot assaig in vitro
capag de mesurar els canvis fenotipics en la conversio de cél-lules de mamifer de fenotip normal
a fenotip tumoral per 1’acci6 de possibles carcinogens (Sakai et al., 2002). Aquests tenen com a
finalitat valorar diferents caracteristiques d'identitat presents en cél-lules tumorals tals com la
pérdua d’inhibicié per contacte, canvis en la morfologia cel-lular i el guany de la capacitat de
créixer de manera independent ancorat a substrat (Combes, 2012). Un d’aquests assaigs altament
utilitzat en la cerca de la potencial carcinogénesi exercida per determinats agents €s el que utilitza
la linia cel-lular aillada de ratoli BALB/c3T3 i valora els efectes iniciadors o promotors d’un
determinat agent basant-se en la formacio de foci en cultiu per la inhibicié del creixement per
contacte (Mascolo et al., 2010). Diferents treballs han trobat una relacio positiva en aquest assaig
entre exposicio a l'arsenic i induccid de carcinogenesi (Tsuchiya et al., 2005; Kim et al., 2012).
Un altre assaig que t€ com a punt final I’avaluacio del creixement per inhibici6 de contacte €s el
que utilitza la linia cel-lular murina aillada C3H/10T1/2, amb la que diversos treballs han mostrat
associacions positives en la capacitat de 1’arsénic de provocar neoplasies in vitro (Kowalski et

al., 1996).

Una altra de les caracteristiques propies d’una cél-lula que exhibeixi un fenotip tumoral és la
pérdua de la seva morfologia caracteristica i és en aquest tret en qué es basa 1’assaig de morfologia
en linies cel-lulars embrionaries d'Hamster Siria (SHE) on es valora la morfologia adquirida de
les colonies crescudes exposades a un suposat agent carcinogen (Notario i DiPaolo, 1998).
Utilitzant aquesta técnica s'han obtingut resultats positius mostrant a 1’arsénic com a carcinogen
in vitro (Takahashi et al., 2002). Igualment, I’exposicid cronica a I’arsénic de la linia cel-lular
murina JB6 CI 41 mostra increment en la formacié de colonies en soft-agar (Dong, 2002). La
rellevancia d’aquestes técniques és interessant en 1’estudi del potencial carcinogen d’un agent,
pero es basen tnicament en la comprovaci6 individual de la presentacio d’unes o altres propietats

caracteristiques de les cél-lules amb fenotip tumoral i en unes condicions que sovint no
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mimetitzen prou les condicions ambientals en que les poblacions es troben exposades pel que fa
a dosi i temps d’exposicio. Es aqui quan en els ultims 15 anys apareixen estudis in vitro que
tracten de solucionar aquestes qiiestions fent us de bateries d’assaigs per valorar la transformacio
cel-lular adquirida in vitro, i fent tractaments cronics per simular el que succeeix en les poblacions

humanes (Breheny et al., 2011).

Estudis pioners utilitzant la linia cel-lular TRL1215 de fetge de rata demostraren la conversio
d’un fenotip normal a tumoral al cap de 18 setmanes d’exposicid a dosis subtoxiques d'arsenit
sodic (Zhao et al., 1997). Seguint la mateixa filosofia de mimetitzar al maxim les condicions
d’exposicio (dosis baixes i tractaments prolongats), s’observa transformacio en linies cel-lulars
humanes de teixits diana o probables dianes per I’arsénic. Aixi, amb la linia cel-lular humana
normal de prostata RWPE-1 es va aconseguir una transformacio cel-lular irreversible en les
cel-lules exposades cronicament a dosis sub-toxiques d'arsenit al llarg de 29 setmanes (Achanzar
et al., 2002), igual que es demostra en la linia cel-lular humana de bufeta UROtsa on tant l'arsenit
com el seu metabolit intermediari MMA™ van generar un fenotip tumoral irreversible sota una
exposicid cronica (Sens et al., 2004; Wnek et al., 2010). Altres organs diana en la carcinogénesi
produida per I’arsénic son la pell i el pulmo. Aixi doncs, no resulta estrany que s'hagi utilitzat la
linia cel-lular humana de pell HaCat amb exposicions croniques a l'arsenit produint un fenotip
tumoral, confirmat en ’aparicié de tumors in vivo un cop injectades en ratoli (Chien et al., 2004).
També la linia humana epitelial de pulmé h-TERT mostra signes tumorals clars al cap de 28
setmanes d'exposicio (Wen et al., 2008). Altres linies normals de pulmo també han estat emprades
mostrant signes de transformacid sota exposicions croniques, com amb la linia epitelial humana
bronquial BEAS-2B (Chang et al., 2010), linies cel-lulars pulmonars de rata (Li et al., 2011),
fibroblasts humans de pulm¢é (Ling et al., 2012) o la linia epitelial humana Nuli-1 (Liu et al.,
2014).

L’establiment de linies cel-lulars transformades per l'arsénic o el coneixement de I’adquisicio
de transformacioé d’aquestes permet la derivacio de posteriors estudis per explorar els possibles
mecanismes d’accid. Un exemple pot ser la desregulacio en I’expressio génica per tal d'esbrinar
quins sOn aquests gens. Aixo s'ha vist tant en linies hepatiques (Chen et al., 2001) com pulmonars
(Clancy et al., 2012), uretrals (Somyji et al., 2008) i de pell (Chien et al., 2009). La desregulaciod
per arsénic en la metilacio genética mitjangant mecanismes epigenétics també ha estat objecte
d’estudi tant utilitzant linies cel-lulars hepatiques (Zhao et al., 1997) com en linies cel-lulars

d'uretra (Wang et al., 2014) i de prostata (Severson et al., 2013).

Un altre mecanisme d’accio en la carcinogénesi exercida per I’arsénic es basa en 1'acumulacio
de dany oxidatiu en el DNA generat per les espécies reactives d’oxigen conseqiiéncia de les
exposicions croniques a compostos d'arsénic, tant inorganics (Kojima et al., 2009; Bach et al.,

2014) com organics (Tokar et al., 2014). Cal remarcar que aquest dany oxidatiu també s'ha
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detectat en el DNA mitocondrial de les cél-lules tractades (Singh et al., 2011). Altres possibles
mecanismes es basen en la desregulacio de I'autofagia que té com a funcio el control i reciclatge
dels organuls cel-lulars (Rosenfeldt i Ryan, 2011), com s'ha vist en estudis utilitzant linies
pulmonars exposades a I’arsenic (Qi et al., 2014). Les cel-lules mare poden convertir-se també en
dianes de I’arsénic sobretot en exposicions croniques exercides al llarg del desenvolupament
embrionari, adquirint un fenotip tumoral i convertint-se en les anomenades cél-lules mare
tumorals, marcant en ’individu adult 'aparicié de futurs cancers ( Tokar et al., 2011b). Es, doncs,
logic, que prengui importancia la generacié d’estudis que focalitzen tal valoraci6 en la
transformacié fenotipica tumoral de les cél-lules mare i els mecanismes derivats en la seva
produccid en cél-lules mare aillades de les linies cel-lulars RWPE-1 (Ngalame et al., 2014), HaCat
(Jiang et al., 2013) i en la linia cel-lular de rony6 de rata RIMM-18 (Tokar et al., 2013).

Resumint , la utilitzacié de models in vitro permet mimetitzar les condicions ambientals en les
quals es troben exposades les poblacions humanes. La utilitzacié de bateries de técniques
enfocades a revelar les caracteristiques exclusives de les cél-lules tumorals permet I’estudi dels
diferents mecanismes d’accié implicats en la carcinogénesi exercida per 1’arsénic. Aixi doncs,
aquest és un model d'estudi amb un futur prometedor per millorar el nostre coneixement dels

mecanismes implicats en el procés carcinogen.
1.10. Cancer en models animals exposats a I’arsenic

Malgrat la utilitat dels estudis de transformaci6 cel-lular in vitro per valorar la potencialitat
carcinogena de l'arsénic i els seus mecanismes d’accid, és obvi que la utilitzacié de models in vivo
¢és una eina molt util alhora d'extrapolar en humans els resultats obtinguts, al mateix temps que es
poden mimetitzar millor les condicions d'exposicié humana. Malgrat aixo, els primers estudis en
models de rosegadors van resultar molt decebedors donats els resultats negatius obtinguts (Huff
et al., 2000) a causa de les diferents maneres de metabolitzar 1'arsénic entre humans i rosegadors

(Waalkes et al., 2007).

Donat que la principal via d’exposicié a 1’arsénic en humans és l'oral, a través de 1’aigua de
consum, és doncs logic que aquesta hagi estat la via d’exposicid utilitzada en animals d’
experimentacio. A causa de la dificultat en manifestar tumors en models murins estandards
exposats a arsenic, es crea la necessitat de buscar models alternatius. La utilitzacié de la soca de
ratoli A/J sensible a carcinogens pulmonars va demostrar I'aparicié de multiples tumors de pulmé
(Cui et al., 2006). Resultats positius també s'han observat en una soca de ratolins deficient en la
reparacié del dany oxidatiu al DNA incrementant la freqliéncia de tumors pulmonars (Kinoshita
et al., 2007). Per una altra banda, la utilitzacié de ratolins heterozigots per p53 també incrementa

la preséncia de sarcomes i limfomes (Salim et al., 2003).
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A part de valorar la carcinogeénesi directa exercida per 'arsénic, ja des d’un bon principi es va
comengar a veure que aquest actuava com un potent co-mutagen i co-carcinogen. Aixi, treballs
inicials van demostrar que el trioxid d’arsénic promovia I’increment de cancer pulmonar en rates
pre-exposades al carcinogen benzo(a)pir€, cosa que no succeia en rates tractades inicament amb
el compost inorganic d’arsénic (Ishinishi et al., 1977). Aquesta activitat co-carcinogena s'ha
demostrat per diversos compostos d’arsénic combinats amb diferents genotoxics/carcinogens.
Exemples ho son els estudis amb DMAY promovent la incidéncia de cancer de pulmo en ratolins
iniciats amb el carcinogen 4NQO (Yamanaka et al., 1996), i promovent cancer de bufeta en rates
preiniciades amb una varietat de cinc carcinogens diferents (Yamamoto et al., 1995). Aquests
efectes co-mutagénics s'han estudiat per veure efectes en la incidéncia de cancer de pell en ratolins
sense pel préviament exposats per via oral a arsenit sodic i posteriorment tractats topicament en
la pell amb 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetat (TPA), mostrant un increment en la freqiiéncia de
tumors de pell. Resultats similars van ser trobats amb altres agents com 9,10, dimetil-1,2-
benzoentrace (DMBA) o 0xid 4-nitroquinolina (4NQO), tant per l'accié d’arsenit sodic (Motiwale
etal., 2005) com DMAY (Mizoi et al., 2005). En aquest punt, cal emfatitzar els estudis d'interaccid
de l'arsénic amb la llum ultraviolada en la produccioé de cancer de pell. Aixi, efectes sinérgics han
estat demostrats en diversos treballs (Rossman et al., 2002) mostrant una bona relacié dosi-efecte

(Burns et al., 2008).

Soén molts els treballs que també han demostrat que l'arsénic €s un carcinogen trans-placentari
que, quan s'administra a mares gestants passa la placenta i afecta els fetus, que mostren una
elevada incidéncia de tumors en el seu desenvolupament cap adults (Anderson et al., 2000). Amb
aquest tipus de treballs s'ha demostrat que els tipus de tumors que apareixen en els individus
exposats transplacentariament difereixen entre sexe, mostrant els mascles elevades preséncies de
tumors adrenals i hepatics mentre que les femelles els presenten en ovari i tter (Waalkes et al.,
2004). En conjunci6 amb aquest tipus d'estudis, també s'han avaluat els efectes d'estrogens
sintétics tals com el dietilestilbestrol (DES) o el tamoxif¢ en la promocio de I’aparicié de tumors
en la descendéncia de femelles de ratoli pre-exposades a 1’arsénic. L’exposicio a DES promogué
un increment notable dels tumors urogenitals en aquestes femelles, proposant-se doncs un
mecanisme co-carcinogen de 1’arsénic juntament amb el DES en 1’aparicio post gestacional

d’aquests determinats tumors (Waalkes et al., 2006).

Per simular més fidelment el que succeeix en poblacions humanes s’han dissenyat estudis amb
exposicions ininterrompudes al llarg de tota la vida. Aquests estudis utilitzen ratolins ja exposats
durant el periode intrauteri, continuant aquesta exposicidé durant un any (Ahlborn et al., 2009) o
dos ( Tokar et al., 2011a). En aquests dos casos es trobaren increments significatius en la
incidéncia de multiples tumors localitzats en diferents teixits. De manera interessant, aquests

estudis s'han fet també amb dosis baixes (50 ug/L), similars a les admeses com a maximes en les
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legislacions d'alguns paisos, observant-se increments en 1’ aparicié de tumors bronquio-pulmonars

(Waalkes et al., 2014).

Com a resum de I’anteriorment indicat, en I’actualitat existeix un cos suficientment robust de
dades que demostren que 1’arsénic actua com a carcinogen o co-carcinogen en animals, fent
possible mitjancant la utilitzacié d’aquests models in vivo la resolucié de qiiestions técnicament

impossibles en aplicar en estudis epidemiologics en humans.

1.11. Cancer en poblacions humanes exposades a l'arsénic

El potencial carcinogen dels compostos xenobiotics, 1 en particular de 1'arsénic, hem vist que
es pot detectar mitjangant la utilitzacio de linies cel-lulars o la utilitzacié de models animals.
Malgrat aixo, les dades positives en humans son 1’unica font fiable a I'hora de catalogar un agent
com a carcinogen per humans. De fet aquesta es la manera de treballar de la IARC que tant sols
classifica a un compost com a carcinogen en humans (grup 1) quan hi ha suficients dades
epidemiologiques en poblacions exposades. De fet, aquesta agéncia considera a I’arsénic com a
un contrastat carcinogen en humans, que promou 1’aparicioé de cancers de pell, bufeta i pulmo i
possiblement contribuint també a 1’aparicid d’altres cancers tals com els de fetge, ronyo i prostata
(IARC, 2012). De tots aquests tumors el cancer de pell és la forma més comuna de cancer

relacionada amb la ingesta d’arsénic i el cancer de pulmo la més mortifera (Mead, 2005).

Les primeres evidéncies del possible paper carcinogen de 1’arsénic en humans es remunten a
exposicions en petits grups exposats a tractaments medicinals topics que utilitzaven arsénic
(Hutchinson, 1911), o exposats laboralment a través de la utilitzacio de pesticides (Grobe, 1977).
Tot i ’interés generat per aquests estudis previs en l'ambit laboral, aviat es va veure que les
exposicions a través de I’aigua potable destinada al consum, eren les més perilloses, per la

magnitud de les poblacions exposades.

Els meétodes per detectar la incidéncia de cancer son epidemiologics. Aquests estudis son
complexos a causa de la quantitat de variables que poden jugar i que un estudi acurat ha de tenir
en compta. Exemples classics de poblacions els trobem en paisos tals com Xina, Bangladesh,
fndia, Argentina o Xile. En particular, en el cas de I’illa xinesa de Taiwan es tenen registres que
daten del 1910 on quantitats massives d'individus han estat consumint aigua de pous contaminats
amb dosis d’arsénic en aigua superiors als 100 ug/L i que, en alguns casos, arriben als 3500 ug/L
(Chiou et al., 2001). En aquest escenari asiatic s'han dut a terme diferents estudis a fi de buscar
associacions entre exposicio 1 adquisicié de cancer, havent-se trobat increments significatius en
la incidéncia de cancers tals com el de pell (Guo et al., 1997), pulmé (Chen et al., 2004), bufeta
(Chen et al., 2010), fetge (Chen et al., 1985) i ronyo (Liao et al., 2009).
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Un dels altres casos altament estudiats ha estat el cas de Bangladesh, on els nivells d'arsénic
en aigua encara es presenta com un greu problema de salut i la contaminaci6 es considera com un
dels enverinaments massius més grans de la historia de la humanitat on milions de persones han
estat i es troben exposades a 1’arsénic a través de 1’aigua de beguda (WHO, 2011). El problema
d’aquest enverinament massiu comenca amb la instal-lacié massiva de pous a principis dels anys
70 del segle passat a fi d'evitar el consum d’aigua provinent del Ganges per tal de prevenir la gran
incideéncia de malalties gastrointestinals d’origen bacteria. Tot i solucionar aquest problema
s’incrementa una silenciosa exposicio d’arseénic a través de 1’aigua de beguda al llarg dels anys al
no estar aquests pous analitzats respecte a la preséncia d’arsénic. No fou fins al 1993 on aquest
element surti a la llum desvelant un llarg periode ocult on milions d’individus haurien estat
perillosament exposats (Smith et al., 2000). D’aquestes exposicions massives croniques en
derivaren treballs on s’identifica un increment en la incidéncia de multiples cancers i

especificament de pulmo (Argos et al., 2014).

Una altra zona afectada en el globus terrestre per contaminacio a través de I’aigua de beguda
és la zona del nord d'Argentina i de Xile. Afortunadament aquesta és una zona bastant desértica
amb poblacions petites, en comparacioé a les zones asiatiques. Malgrat tot, el descobriment de
minerals en la zona ha portat a moviments importants de poblacions d'altres zones generant ciutats
importants com Antofagasta en Xile. En aquest cas, al ser una zona habitada recentment, es
disposa d’informacio rellevant respecte al periode d’exposicio i la mida de la poblacié afectada
calculant-se que entre 1958-1970 unes 250.000 persones residents en aquella zona foren
exposades a dosis rondant els 800 pg/L d’arsenic en 1’aigua de consum a causa de la desviacio de
rius 1 I’increment de [’activitat minera. No fou fins al 1970 quan el descobriment de la
contaminacié va generar mesures derivades a reduir els nivells d'arseénic en l'aigua destinada a
consum (Fraser, 2012). Com en el cas de les regions asiatiques tamb¢ aqui s'han trobat increments
de cancer en individus exposats, destacant-se els de bufeta (Bates et al., 2004; Ferreccio et al.,
2013), pulmo (Steinmaus et al., 2010; Melak et al., 2014) i rony6 (Hopenhayn-Rich et al., 1998).
En aquesta zona sén interessants els estudis que mostren en adults I’aparici6 de tumors multiples

en els casos on s'havia donat exposicio via uterina (Steinmaus et al., 2014).

Com es pot veure la utilitzacié d’estudis epidemiologics suposa una poderosa eina per trobar
possibles associacions entre exposicions croniques a l'arsénic i el consegilient increment en la
incidéncia de tumors en els grups exposats. Una extensa recopilacio d’exemples d’estudis
epidemiologics es pot trobar en la revisio de Mandal i Suzuki (2002). Malgrat que molts dels
estudis epidemiologics s'han dedicat a trobar associacions amb cancer, cal dir que altres patologies

també es troben afectades com diabetis i1 patologies vasculars (Faita et al., 2013).
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2. OBJECTIUS

Del contingut de la Introduccid es desprén que 1’arsénic és un evident carcinogen en humans.
Aixi, I’Ageéncia Internacional de Recerca sobre el Cancer (IARC) el classifica i cataloga en la
categoria de Tipus 1 i I’involucra especialment en els cancers de pell, de bufeta i de pulmd, encara
que també contribueix a la possible aparicio d’altres cancers com els de fetge, de ronyod i de

prostata.

Malgrat la ben coneguda associacio epidemiologica entre arsénic a I’ambient i risc de patir
cancer, molts han estat els estudis dedicats a esbrinar les possibles bases mecanistiques d’aquesta
associacio. Aspectes tals com genotoxicitat, 1’alteracié del control de cicle cel-lular i de la
proliferacio cel-lular, i la interacci6 amb la maquinaria de reparaci6 del DNA han estat
aproximacions classiques en ’estudi de possibles mecanismes d’accid. Altres aproximacions
involucren als mecanismes epigenétics i a la possible concurréncia del dany oxidatiu en el DNA
a través de la contribuci6 en I’estrés oxidatiu derivat de I’exposicio6 a I’arsénic. Es en aquest darrer

mecanisme en el qual hem focalitzat 1’interes principal d’aquesta Tesi.

Des d’un punt de vista metodologic, aquesta Tesi presenta dos trets caracteristics. El primer
¢és que, a diferéncia del que és normal en la majoria d’estudis on els efectes es demostren sota
condicions d’altes dosis i temps d’exposicid curts, nosaltres hem optat per mimetitzar situacions
similars a les que afecten les poblacions humanes ambientalment exposades; €s a dir, exposicions

croniques a concentracions subtoxiques.

Assumint la hipotesi que 1’arsénic produeix estrés oxidatiu que es tradueix en 1’acumulacid
del dany oxidatiu en el DNA, cal recordar que aquestes lesions son reconegudes i reparades pel
mecanisme d’escissio de bases (BER). Per tant, una segona caracteristica del nostre estudi ha estat
generar un model cel-lular deficient pel gen Oggl/ com a gen clau en el mecanisme BER.
D’aquesta manera, en eliminar la pressio selectiva els potencials efectes oxidatius de 1’arsénic
poden quedar de manifest, sobretot en comparar-los amb el que succeeix en un fons genétic

normal.

De manera concreta, els Objectius Especifics d’aquesta Tesi els podriem concretar en tres,

cadascun d’ells associats als articles inclosos en la Tesi. Es a dir:

Objectiu 1. Determinar si, sota unes condicions d’exposicid cronica a un rang de concentracions

subtoxiques, 1’arsenic és capag de produir dany oxidatiu.

1" i Oggl™

Per cobrir aquest objectiu en Darticle 1 s’ha treballat amb les linies MEF Ogg
tractades durant 18 setmanes amb dosis subtoxiques. L’ efecte oxidant s’ha determinat mitjangant

I’augment dels nivells de bases oxidades 8-OH-dG en els seus genomes, trobant-se que en un fons
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geneétic en abséncia de reparacio hi ha un increment seqiiencial en els nivells de dany oxidatiu al

DNA.

Objectiu 2. Determinar si 1’exposicio prolongada a I’arsenic és capac¢ de modificar la capacitat
reparadora, no tant sols enfront dels efectes genotoxics de 1’arsenic sin6 front altres

agents genotoxics.

Per cobrir aquest objectiu, en I’article 2 s’han valorat les cinétiques de reparacio de les linies
MEF Oggl** i Oggl™” sotmeses cronicament a I’arsénic. Aixi, la resposta tant front I’arsénic com
enfront del bromat potassic i la llum ultraviolada s’han valorat per tractar de demostrar si la

capacitat de reparar el dany induit es veu modulat per I’exposicio perllongada a I’arsenic.

La finalitat d’aquest objectiu ha estat demostrar que en condicions d’exposicions ambientals la
gent exposada €s més sensible als riscos de qualsevol carcinogen ambiental el que confirmaria

I’assumida potencialitat co-carcindogena de 1’arsénic.

Objectiu 3. Determinar si la preséncia d’aquest dany oxidatiu juga un paper especific en la

carcinogenesi associada a aquest tipus d’exposicio.

Per cobrir aquest objectiu, en ’article 3 (Annex) s’ha estés el temps d’exposicid fins a les 40
setmanes 1 s’han hagut de posar a punt tot un seguit de metodologies indicatives del fenotip
tumoral. D’especial rellevancia han estat les técniques per determinar la secrecio de

metal-loproteases i les de determinar la capacitat de creixement sense necessitat de substrat.

La finalitat d’aquest objectiu ha estat trobar associacions entre processos de desdiferenciacid
cel-lular al llarg del temps i nivells de dany oxidatiu per tractar de vincular aquest dos tipus de

processos moleculars.
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3. ARTICLES

Seguidament es presenten els articles generats en el desenvolupament d’aquesta Tesi,
elaborada en el format de compendi d’articles, i que pretenen donar resposta als tres
objectius anteriorment plantejats. Cadascun d’ells reflecteix el disseny experimental i les
metodologies necessaries per arribar a contestar els objectius formulats, arribant als

resultats i les conclusions pertinents.

Aixi, la Tesi consta d’un cos principal format per dos articles, que sén els que es

troben ja publicats, i d’un tercer que en aquests moments es troba ja acceptat.
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3.1.Article 1

Oggl genetic background determines the genotoxic potential

of environmentally relevant arsenic exposures.

Archives of Toxicology, 88: 585—-596 (2014)

Index d’impacte: 5.98
doi: 10.1007/s00204-013-1151-0
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Resum article 1

Aquest primer article pretén donar resposta a I'objectiu 1 de la Tesi, el qual planteja
la necessitat de determinar la capacitat d’aparicidé de dany oxidatiu en el DNA com a
conseqiiéncia d’una exposicio a 1I’arsénic sota unes condiciones prolongades en el temps,
1 a unes concentracions d’arsénic no toxiques; essent aquest el marc d’exposicio

ambiental en el qual es troben la majoria de poblacions humanes exposades a |’arsénic.

Cal remarcar l’interés del protocol experiment emprant, donat que la majoria
d’estudis publicats s’enfoquen en valorar [’aparici6 i generacidé de dany oxidatiu en el
DNA emprant concentracions d’arsénic toxiques i temps d’exposicid curts. Per tant, hi
havia una incertesa respecte a la resposta en un marc d’ exposicido com el proposat en

aquest estudi.

A fi d’indagar en aquest buit, es prepara un disseny experimental que contemplava
una exposicio in vitro a 1’arsenit sodic emprant un model cel-lular de fibroblasts
embrionaris de ratoli constituit per dues linies amb un mateix fons genétic (soques
isogéniques), una d’clles amb activitat normal pel gen Oggl, mentre que 1’altra és
deficient per aquest gen (knockout). El present estudi és clau en els objectius de la Tesi,
ja que assenta les bases del disseny experimental pel que fa a les condicions d’exposicid
cronica que contemplaran seguidament els articles posteriors; valorant-se aspectes tals
com I’eleccid del rang de dosis subtoxiques idonies i la mateixa caracteritzacié de les
linies cel-lulars, assegurant la seva veritable inactivacio en 1’expressio del gen Ogg/ i la
seva capacitat inherent en metabolitzar 1’arsénic, aspecte valorat indirectament a través

de I’expressid de 'enzim clau en el seu metabolisme, 1’ As3mt.

Aixi, ambdues linies cel-lulars foren exposades cronicament al voltant de 17
setmanes a les dosis seleccionades d’arsenit sodic 0,5,1 1 2 uM, i els nivells de dany
genotoxic i oxidatiu en el DNA de les linies cel-lulars exposades foren avaluats emprant
la técnica de l'assaig del cometa en la seva versio alcalina. De manera resumida, els
resultats indiquen que les linies cel-lulars MEF Oggl”" exhibiren més sensibilitat als
efectes toxics, genotoxics i induccié de dany oxidatiu en comparacio a la linia MEF
Oggl*”. Sota un marc d’exposicidé cronica in vitro a dosis subtoxiques, les linies
cel-lulars MEF deficients en Oggl/ presentaren una acumulacio significativa en els
nivells de dany genotoxic i sobretot dany oxidatiu en les bases del seu DNA (8-OH-dG).
La persistent acumulacié de dany oxidatiu presenciat en les linies MEF Oggl™ ens
suggereix la importancia de la integritat de la ruta BER per tal de fer front a la possible

incorporacié de mutacions degudes a la sobreacumulaci6 de la preséncia de 8-OH-dG,
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esdevenint-se com un potencial factor de risc en la carcinogeénesi associada a I’esmentada

acumulacid, que és producte de I’exposicioé a I’arsénic.

L’estudi exhibit en aquest present article es converteix en una estratégia innovadora
a seguir en el Grup de Mutagénesi del Departament de Genética i de Microbiologia de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Aquesta es presenta pionera respecte a 1'is d’un
marc d’exposicio in vitro que pretén emular les condicions reals ambientals on es troben
generalment exposades les poblacions humanes. A més, la utilitzacio de models
cel-lulars knockout ens ha permes estudiar la possible implicacié de diferents vies o
mecanismes en 1’aparici6 del cancer. D’aquesta manera hem pogut detectar la induccid
de dany especific en les guanines del DNA (8-OH-dG) com un important efecte

genotoxic associat amb exposicions croniques a 1’arsénic.
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3.2. Article 2

Reduced cellular DNA repair capacity after environmentally
relevant arsenic exposure. Influence of Ogg/ deficiency.

Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, 779: 144—151 (2015)

Index d’impacte: 3.68

doi: 10.1016/j.mrfmmm.2015.07.004.
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Resum article 2

Aquest segon article pretén donar resposta a 1'objectiu 2 de la Tesi. Aixi, basant-nos
en el disseny experimental previ, es van exposar les linies MEF Ogg/ ™" i MEF Oggl™”
al llarg de 18 setmanes. En aquest punt es van avaluar les cinétiques de reparacio del
dany genotoxic i oxidatiu en el DNA mitjangant 1’assaig del cometa, enfront dels
tractaments amb arsenit i altres agents genotoxics com el bromat potassic i la llum

ultraviolada.

Els resultats obtinguts mostraren que ambdues linies cel-lulars cronicament exposades
a l'arsenit oferien dificultats alhora de reparar el dany generat pels tractaments, tant amb
el mateix arsenit com amb el bromat potassic i la [lum ultraviolada, en comparacio als
seus respectius controls temporals. Aquests efectes van ser més pronunciats en la linia
MEF Oggl”". Com a conseqiiéncia d’aquesta ineficient reparacié dels danys generats, les
linies cel-lulars presentaren una sobreacumulacié de dany no reparat al final del periode
d’avaluacié. Es de destacar que la linia MEF Oggl™, tot i tenir la ruta BER inactivada,
és capag de reparar part del dany oxidatiu induit. Es va suggerir que aquest fet podria ser
degut a I’existéncia de gens redundants que puguin suplir la seva funcio, com podria ser
el cas del gen Neill. Per comprovar la nostra hipotesi es va procedir a comprovar
I’expressio d’aquest gen en les linies MEF cronicament exposades al llarg de 18
setmanes, certificant la seva implicacid6 com a substitut del gen Oggl per mantenir la
reparacio del dany oxidatiu atribuit a una exposicio cronica a 1’arsénic. Aixi, mentre que
la linia MEF Ogg! """ no presenta canvis apreciables en els nivells d’expressioé de Neill,
la linia cel-lular MEF Oggl”" mostra una sobrexpressio significativa de Neill. A fi
d’explicar la preséncia d’una disminucié del dany genotoxic i oxidatiu inicial es van
proposar possibles fenomens d'adaptacio al dany, tals com la valoracio de la tolerancia a
la toxicitat del mateix arsenit i dels altres agents assajats, i la probable implicacio de la

via Nrf2-Keapl com a resposta antioxidant en la disminucié de ROS.

En referéncia a 1’adaptacio a la toxicitat exercida per 1’arsenit i els diferents agents
assajats, ambdues linies mostraren una disminucio6 de les seves respectives ICso. Pel que
feia als gens associats a la ruta Nrf2-Keapl (Nrf2, Keapl, Gstpl, Hmoxl1, Sodl i Sod?2)
no mostraren canvis biologics significatius que poguessin explicar una resposta
adaptativa enfront del dany conseqiient de 1’exposicio cronica (sols un d’ells, la Hmox 1,
presenta una sobre-regulacio en la seva expressio en les linies cel-lulars cronicament
exposades). No observant-se una resposta que pogués explicar aquest fenomen
d’adaptacio, es van buscar altres possibles mecanismes. El metabolisme de 1’arsénic es

presenta com una via logica adoptada per la cel-lula a fi d’eliminar en primera instancia
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I’arsénic absorbit, modificant-lo a través d’oxidacions i posteriors metilacions fent-lo
meés soluble i, conseqiientment, més excretable. Per aquesta ra¢ es valora d’expressio de
I'enzim clau en el metabolisme de I’arsénic, la As3mt. Els resultats obtinguts mostraren
que ambdues linies presentaren una sobre-regulacio en 1’expressio d’4s3mt essent molt

més accentuada en les linies MEF Oggl™".

Resumint, aquest treball ha demostrat que una exposicio prolongada en el temps a
I’arsénic inorganic afecta la capacitat dels mecanismes de reparacid, reduint la seva
eficacia. A més, es va veure que la deficiéncia en el gen Oggl incentiva aquest fenomen.
Cal emfatitzar que la tolerancia a la mortalitat junt amb la induccio de dany genotoxic i
oxidatiu en el DNA poden contribuir als efectes carcinogens exercits per 1’arsénic. De
manera complementaria, s’ha demostrat la importancia del metabolisme de 1’arsénic a
I’hora d’explicar I’adaptacio enfront dels efectes toxics de les exposicions croniques i,

en particular, la implicacié de I’ As3mt.
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3. 3. Article 3

Oxidative DNA damage enhances the carcinogenic potential of

chronic arsenic exposure.

Archives of Toxicology, acceptat (2015)

Index d’impacte: 5.98
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Resum article 3

Com a conseqiiéncia dels resultats que mostraven que les exposicions croniques a
I’arsénic produeixen dany oxidatiu al DNA al mateix temps que interfercixen amb
diferents mecanismes de reparacié del dany genétic, semblava adient demostrar si
I’arsénic, sota aquestes condicions d’exposicio, pot exercir el seu potencial carcinogen.
A més, donat el bon model desenvolupat en la Tesi, calia demostrar el paper que juga el

dany oxidatiu al DNA en la potencialitat carcinogena de 1’arseénic.

Aquests objectius han constituit I’article 3 que permeten cobrir 1’objectiu 3 de la Tesi.
La nostra hipotesi de partida era que si el dany oxidatiu esta directament lligat en la
carcinogenesi associada a 1’arsénic, les linies cel-lulars MEF genotipicament deficients
en reparacio BER i1 que es troben cronicament exposades a 1’arsénic presentaran un
fenotip tumoral abans en el temps que les linies MEF salvatges, que presenten la total
integritat en el gen Oggl dels seus genomes i, per tant, garanteixen de la funcionalitat

del mecanisme de reparacié BER.

Seguint les condicions d’exposicio ja indicades, el temps d’aquesta es va prolongar
fins a les 40 setmanes. La valoracio en 1’adquisicio d’un fenotip tumoral in vitro a causa
de la consegiient exposicio fou valorada d'acord amb diferents criteris, tals com:
I’activitat en la secreci6 de MMPs per la técnica del zimograma, la capacitat de
creixement de manera independent a substrat o la promocid del creixement tumoral a
través del soft-agar, i la capacitat d’invasié cel-lular simulant una metastasi in vitro
mitjancant assaigs de valoracid de la invasié a través de les cambres modificades de
Boyden. Altres parametres complementaris foren emprats a fi d’atribuir, amb criteri,
I'adquisicio del fenotip tumoral. Aquests foren la valoracié de la morfologia cel-lular
analitzant I’aparici6é de la morfologia (spindle-like) tipificada en EMT, I’estatus en el
creixement, la capacitat de duplicacid (doubling time) en la mida poblacional i I’estat de
diferenciacio cel-lular mitjangant 1’analisi dels nivells d’expressié de gens implicats en
processos de EMT, identitat especifica en teixit i regulacié de 1’estat de plutipoténcia

cel-lular.

Conseqiientment amb la hipotesi inicialment plantejada, les linies cel-lulars
exposades MEF Ogg/”" presentaren signes evidents de transformacié al voltant de la
setmana 30. Aquest fet fou evidenciat per les suficients proves aportades: canvis en la
morfologia, increment en la proliferacio cel-lular, desregulacidé geénica en l'estatus de
diferenciacio cel-lular, increment en la secreci6 de MMPs, aparicio de la capacitat de
creixement independent d’ancoratge a substrat, promocio de les propietats de creixement

1 invasid tumoral.
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Contrariament a la precocitat observada en les linies MEF Ogg/™", les linies cel-lulars
MEF Ogg! """ no presentaren un fenotip tumoral evident en aquest punt temporal. Es
necessitaren 10 setmanes extres d’exposicid per observar algun dels signes esmentats en
la valoraci6 de 1’adquisicio en el fenotip tumoral, i solament a la dosi més alta avaluada
(2 pM). Sembla ser, doncs, que I’existéncia d’un fons genetic que altera el correcte
funcionament del gen Oggl, i la subsegiient aparicié i acumulaci6é de dany genétic (8-

OH-dG), actuarien com a mecanisme d’accio en la carcinogénesi associada a 1’arsénic.

En base el nostre coneixement aquest estudi es presenta com a pioner en trobar una

connexiod entre el dany oxidatiu i el cancer produit per I’exposicio a I’arsenic.

L’article complet pot consultar-se a 1’annex.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

Al llarg de la historia I’arsénic ha estat reconegut com un element toxic essent responsable de
milers de morts, algunes d’elles de personatges il-lustres, a causa del seu s com a veri. Aquest
fet li ha permés sembrar temor al llarg dels segles, reconeixent el seu efecte toxic letal com a inic
efecte advers reconegut (Cullen, 2008a, b i ¢). A finals del segle XIX i principalment al llarg del
segle XX, el seu paper toxic esdevingué més secundari a causa del descobriment d’un nou paper:
la carcinogénesi exercida en humans, el qual esdevingué una causa de major impacte en la
societat comparat al que hagués causat en el passat per la seva condici6 toxica letal. Les primeres
evidéncies mostrades com a carcinogen ja foren detectades a finals del segle XIX (Hutchinson,
1911), pero no fou fins a principis dels anys 70 del segle XX on I’arsénic es declara com a
carcinogen en humans, concretament promovent 1’aparicié de cancer de pell (IARC, 1980). La
posterior realitzacié d’estudis epidemiologics permeté trobar relacions en I’aparicié d’altres
cancers. Aixi, es documenta un augment de la incidéncia de cancers tals com el de bufeta i pulmo
i la probable relacié amb els de fetge, ronyo6 i prostata (IARC, 2012), reforcant 1’evidéncia del seu
paper com a carcinogen en humans. Paral-lelament, la seva capacitat d’induccid tumoral ha estat
també avaluada en estudis amb animals i en cultius cel-lulars, exhibint en aquests ultims una clara
evidencia d’aquesta capacitat. Actualment es desconeix el mecanisme exacte que expliqui la
carcinogenesi associada a I’arsénic, tot i que es contemplen diferents vies (no excloents) per
explicar aquest fet. Exemples de tals mecanismes d’accid son: I’increment en la genotoxicitat,
’alteracio dels patrons de metilacié del DNA, I’alteracio en la proliferacio cel-lular, la co-
carcinogenesi, la promoci6 tumoral, la interaccié amb proteines tals com les implicades en vies
de reparaci6 del DNA 1 D’estres oxidatiu (Hughes, 2002) fomentant, a la llarga, la preséncia i
augment de la inestabilitat genomica, la qual esta totalment lligada amb I’increment en la

incidencia en el risc de patir cancer (Bhattacharjee et al., 2013).

Un d’aquests mecanismes d’accio proposats ha guanyat molt interes al llarg dels ultims anys:
la generacio d’estrés oxidatiu (Kitchin i Conolly, 2010), documentant-se en una gran varietat
d’estudis. Es creu que la principal via de generacié d’aquest estrés, no essent 1’Unica, és a través
del metabolisme de I’arsénic, on es producixen espécies reactives d’oxigen (ROS), les quals
provoquen 1’oxidacié de les bases nitrogenades del DNA, promovent i augmentant el dany
oxidatiu en el material genétic. La lesié més freqlientment englobada dintre aquest dany és la 8-
OH-dG, formada senzillament per la interaccio del radical *OH amb la guanina. Aquesta lesio és
altament mutagénica i es troba representada en diferents tipus de cancers (van Loon et al., 2010)
utilitzant-se com a biomarcador d’exposicid sobretot en poblacions exposades arsénic (Hughes,
2006; De Vizcaya-Ruiz et al., 2009). La perillositat enfront de la generacié de mutacions en el

DNA per part de lesio 8-OH-dG obliga a la cél-1ula al desenvolupament d’un mecanisme especific
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a fi d’eliminar tal lesio, responent al nom de reparacid per escissio de bases (BER). Dintre el
sistema de reparacio BER, el reconeixement de la lesio es destaca com un pas molt important
englobat dintre el mecanisme, mostrant-se com el primer i dirigint posteriorment el
desencadenament correcte de la via. El reconeixement especific de la lesi6 8-OH-dG es dona
gracies a 1’accio de la N-glicosilasa OGG1, la qual remou aquesta base danyada promovent el
correcte desenvolupament de la via prevenint la incorporacié i fixacidé de futures mutacions.
Mutacions en OGG1 tals com I'altament documentada Ser326Cys produeixen una disminucié de
I’activitat de ’enzim, provocant una ineficiéncia en la reparacio i, conseqiientment, un augment
de la inestabilitat genomica i el risc d’incidéncia de cancer. Existeixen un cert nombre d’estudis
que mostren un increment de 1'estrés oxidatiu i posteriorment de I’augment en el dany oxidatiu,
pero aquests malauradament no aconsegueixen ajustar-se a les condicions en les quals es troben
realment exposades les poblacions humanes, cronicament a dosis subtoxiques. Tenint en compte

aquests criteris, pocs estudis s’ajusten a les situacions reals.

Estudis pioners intentaren simular in vitro les condicions reals d’exposicid presentades en
poblacions humanes, utilitzant cél-lules de possibles teixits diana de I’arsénic tals com la prostata
(Achanzar et al., 2002) o el fetge (Zhao et al., 1997). Aquests, pero, no s’enfocaren en avaluar
I’efecte del dany oxidatiu en la transformacio associada a 1’exposicié a ’arsénic. Aquest va ser
I’enfoc dels estudis duts a terme per Kojima et al., on trobaren un increment del dany oxidatiu en
linies cel-lulars exposades cronicament a dosis subtoxiques d’arsénic, aconseguint presentar les
linies exposades un fenotip tumoral. Aquest fenotip fou accelerat en les linies cel-lulars que
presentaren capacitat metabolitzant de 1’arsénic, fet que va permetre relacionar el metabolisme de
I’arsénic com el principal inductor indirecte de tal adquisici6é tumoral (Kojima et al., 2009).
Posteriorment, altres estudis utilitzant el mateix enfoc pero utilitzant compostos intermediaris del
metabolisme de l'arsénic han mostrat resultats similars (Tokar et al., 2014). La dificultat de
demostrar la preséncia d’estres oxidatiu i el posterior dany oxidatiu generat treballant en un rang
subtoxic radica sobretot en 1'is de linies cel-lulars que presenten la capacitat intacta en la reparacio
del dany oxidatiu generat en el DNA. Enfront de condicions d’exposicio a rangs de dosis d’arsénic
subtoxics, les linies normals son capaces d’eliminar el dany oxidatiu generat, reparant

eficientment les lesions induides, fent finalment gairebé invisible la preséncia de dany oxidatiu.

La generacio de models cel-lulars deficients, concretament en la reparacié BER, es presenta
com una soluci6 interessant a fi de solucionar aquest problema. La generacio de ratolins knockout
pel gen Oggl i el posterior aillament de cél-lules provinents d’aquests animals va permetre
I’establiment de linies cel-lular deficients en la reparacid de les 8-OH-dG. Aquest és el cas dels
fibroblasts embrionaris de ratoli (MEF) (Klungland et al., 1999; Minowa et al., 2000). Les
mencionades linies cel-lulars es presenten com isogéniques. Es a dir, son genéticament idéntiques

amb 1’excepcid que en una se li ha eliminat el gen Oggl, provocant la nul-litat en la seva
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expressio. Aquesta caracteristica les fa ser candidates ideals per a estudis on es vulgui valorar la
implicacio del dany oxidatiu en el procés ’adquisici6 d’un fenotip tumoral sota condicions

d’exposicions croniques in vitro a rangs subtoxics (Ondovcik et al., 2013; Annangi et al., 2015).

Sent conscients dels problemes que comporten 1’exposicié cronica a 1’arsénic, ens vam
plantejar la pregunta: Es la generacié de dany oxidatiu en el DNA un dels principals mecanismes
d’accio en la carcinogeénesi exercida per I’arsénic? Aixi, amb la finalitat de respondre aquesta
pregunta es va plantejar el disseny experimental del primer article. Aquest es basa en la simulacid
in vitro d’una exposicid a escala ambiental, la qual respon a les condicions on se solen trobar
exposades les poblacions humanes: temps prolongats i concentracions d’arsénic que no

confereixen sovint toxicitat immediata als individus exposats.

En el nostre cas el material seleccionat per dur a terme tal estudi va ser les linies cel-lulars
MEF en la seva variant salvatge normal i la seva variant Oggl knockout. Aquestes linies
s’exposaren cronicament a arsenit sodic a diferents dosis corresponents al ventall subtoxic
especific per cada linia cel-lular. Al llarg de I’exposicié es mesura i valora la preséncia i
acumulacio de dany oxidatiu i, paral-lelament, la manifestacié d’un fenotip tumoral adquirit a
causa de I’exposicio. D’acord amb la nostra principal hipotesis, les linies cel-lulars exposades
Oggl knockout haurien de presentar una acumulacié preco¢ dels nivells de 8-OH-dG,

acompanyada d’una transformaci6 a fenotip tumoral abans en el temps que les linies salvatges.

En aquest estudi, aspectes com el coneixement del temps de duplicacio de les linies cel-lulars,
la seleccio del rang de dosis adequat, la capacitat de metabolitzar ’arsénic inorganic i la
comprovaci6 del genotip de les linies cel-lulars MEF, validant sobretot en la linia cel-lular
knockout 1a nul-la expressio del gen Oggl, van ser considerats. Un altre aspecte a tenir en compte
va ser 1’observacio de la capacitat d’induccié de dany oxidatiu en les bases del DNA per part de
I’arsénic en aquestes linies cel-lulars, posant émfasi en la linia cel-lular knockout, reafirmant-les
com models cel-lulars molt utils per a la realitzacio de l'estudi plantejat (Bach et al., 2014).
Respecte al primer punt, que fa referéncia al coneixement del temps de duplicacidé que presenten
les MEFs, es troba que era del voltant de 24 hores. Aquest coneixement permet establir el nombre
de cél-lules inicials a sembrar per a cada linia a fi d’exposar-les cronicament, establint els
tractaments cronics en exposicions setmanals amb canvi de medi bisetmanal, partint d’una sembra
inicial de 2-10° cél-lules. Aix0 garanteix un 80% de confluéncia al cap de 7 dies d’exposicio.

Aquest procés es repeteix setmanalment fins a 1’assoliment de 50 setmanes.

Pel que fa al segon punt, referent a la seleccié de les dosis a aplicar al llarg del tractament de
llarga durada, aquest es presenta com un punt clau important en 1’estudi. Cal assegurar que
treballem en el rang de dosis d’arsénic desitjat i que no presenta efectes toxics, ja que el fet de

treballar en exposicions emprant dosis toxiques no té cap sentit en termes de valoracio del risc
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d’incidencia de cancer. Les dosis toxiques generen nivells tan elevats de dany en el conjunt global
de la cél-lula que acaben promovent 1’apoptosi cel-lular. La toxicitat de qualsevol compost €s
especifica per cada linia cel-lular. Per tant, no podem extrapolar els valors coneguts de
determinades linies cel-lulars obtinguts en estudis previs a fi d’utilitzar-los sobre les nostres linies
MEF en el desenvolupament de I’estudi. Aquest fet ens obliga a realitzar els pertinents assaigs de
viabilitat a 24 i 48 hores, observant diferents ICso per cada linia cel-lular MEF. Les MEF Oggl™"*
presenten una ICsp de 21,33 + 1,00 uM mentre que les MEF Ogg/” exhibeixen una ICs de 12,60
+ 0,70 uM a les 24 hores (Bach et al., 2014). Els valors observats al cap de 48 hores es troben
disminuits i corresponen a 17,85 + 1,25 uM 1 8,17 + 0,53 uM respectivament (Bach et al., 2014).
Les diferéncies en els valors de ICsy exhibides per cada linia ens mostra que els valors de les MEF
Oggl” sén dos ordres de magnitud més sensibles que les MEF Ogg/ ™, donant-nos una pista de
la possible implicacié de 1’arsénic en la generacid de ROS i la consegiient formacio de lesions
oxidatives en el DNA tals com la 8-OH-dG. El fet de tenir dues linies que presenten de base ICso
significativament diferents ens obliga a treballar en una finestra en la qual les dues linies presentin
una viabilitat > al 90% per tal d’assegurar que treballem en condicions equivalents per ambdues
linies al llarg del tractament cronic. D’acord amb les corbes de citotoxicitat obtingudes les dosis

seleccionades d’arsenit sodic varen ser de 0,5, 11 2 uM.

A causa del fet que el metabolisme de I’arsenic determina la seva toxicitat, genotoxicitat i
carcinogénesi, es considera totalment rellevant determinar la capacitat de metabolitzar I’arsénic
inorganic per part de les MEFs. En aquest procés metabolic I’enzim clau esdevé 1’As3mt. La
comprovaci6 de la seva preséncia €s facil, ja que tan sols requereix fer una RT-PCR semi-
quantitativa per mostrar I’expressié d’aquest enzim que ens indica, indirectament, la capacitat
intrinseca de metabolitzar 1’arsénic per part de les MEFs. Cal assenyalar que la demostracié en
I’expressio de As3mt no és una prova concloent, ja que es necessita observar la formacio de les
espécies intermediaries corresponents al metabolisme de ’arsénic com la prova evident de
I'habilitat de metabolitzar I’arsénic inorganic per part d’una determinada linia cel-lular.
L’exposicio durant 24 6 48 hores a diferents concentracions d’arsenit sodic (2,5 1 8 nM) dins el
rang subtoxic a les MEFs ens va permetre detectar, mitjancant cromatografia d’alta resoluciod
(HPLC), I’existéncia d’espécies intermediaries d’arsénic metilades tals com el MMA", MMAY,
DMA™ i DMAY en ambdues linies a nivells similars, concloent que aquestes linies son capaces
de metabolitzar 1’arsénic a una ratio similar (Bach et al., 2014). Un altre aspecte ben rellevant a
tenir en compte €s la comprovacié en l'estabilitat del fons genétic de les linies cel-lulars amb les
quals basarem el nostre treball; assegurant-nos que mostren una total abséncia d’expressio de
Oggl en la linia cel-lular MEF OggI™". Com en el cas anterior, la utilitzacié de la RT-PCR

semiquantitativa ens permet visualitzar el compliment d’aquestes caracteristiques per part de les
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MEF, observant la preséncia de mRNA del gen Ogg/ en la linia salvatge i la seva abséncia total

en la linia knockout (Bach et al., 2014).

La detecci6 del possible dany oxidatiu generat dintre un rang de dosis subtoxiques i toxiques
per Parsenit sodic utilitzant aquests models cel-lulars es presenta com a clau alhora de decidir
finalment I’eleccié d’aquests MEF com a linies model per portar a terme el projecte desitjat.
Idealment, les linies salvatges haurien de mostrar nivells de dany oxidatiu elevats en rangs
d’exposicié proxims als toxics, mentre que les linies deficients en la reparacié BER, al presentar
problemes alhora d’eliminar el dany oxidatiu, s’esperaria que la visualitzacid del dany es produis

a dosis més baixes, cobrint el limit subtoxic.

Per tal de demostrar realment que les linies MEF son les adequades per observar la induccid
de dany oxidatiu, es planteja un tractament agut a diferents dosis d’arsenit sodic (0, 5, 10, 15120
uM) emprant diferents temps d’incubacio; 1,5, 3 i 24 hores. La deteccié dels nivells de dany
oxidatiu en el DNA es realitza mitjangant 1’0s de I’assaig del cometa. Els resultats indiquen que
les dues linies cel-lulars presenten induccié de dany oxidatiu en el DNA, pero a diferents rangs
de dosis. Pel que fa referéncia a la linia cel-lular salvatge, aquest dany s’indueix unicament a la
dosi de 20 uM, exhibint un increment significatiu del dany oxidatiu per a tots els temps de
tractament. Per altra banda, en les linies cel-lulars knockout, aquest increment és manifesta en tots
els rangs de dosis i a tots els temps d’exposicio emprats. El fet que la linia cel-lular knockout
presenti ja un increment del dany oxidatiu a la dosi més baixa (5 uM) es presenta com a un punt
molt important a tenir present. Aquesta dosi es troba relativament proxima a les dosis escollides
per al tractament cronic (0,5, 112 uM) integrada dintre el rang subtoxic. Si en aquestes condicions
de tractament agut observem preséncia de dany oxidatiu ja a dosis relativament subtoxiques,
podriem pronosticar que la nostra linia cel-lular MEF Ogg/” molt probablement presentara un
increment dels nivells de dany oxidatiu al llarg del tractament cronic. Tot i aixi, aquesta hipotesi
ha de ser confirmada, valorant els nivells de dany oxidatiu en exposicions croniques. Sota
aquestes condicions els resultats obtinguts van confirmar la nostra hipotesi, ja que els nivells de
dany oxidatiu es van manifestar molt precogment en la linia Oggl knockout, la qual exhibia ja al
cap de 4 setmanes de tractament un increment dels nivells de dany oxidatiu significativament
diferents dels nivells presentats per les cél-lules control. Aquests nivells es van mantenir
clarament elevats i significativament diferents al llarg de tot el tractament analitzat. En canvi, la
linia cel-lular salvatge mostra nivells de dany similars als exhibits per les linies control no
exposades arsenit sodic fins al ultim punt temporal cronic analitzat; la setmana 20. Encara que en
aquest punt temporal a les dosis d’1 i 2 uM ja es van obtenir valors significativament diferents

dels controls, aquests no van arribar als nivells mostrats per les linies knockout.

Fent referencia als nivells de dany genotoxic global observat sota aquest escenari d’exposicid

cronica, les linies knockout també mostren nivells significativament superiors als exhibits per les
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cel-lules control al voltant de la setmana 20. De tots aquests resultats es conclou que, sota una
exposicio cronica d’arsenit a nivells ambientals in vitro emprant un model cel-lular sensible a la
generacio de dany oxidatiu, s’indueixen increments en els nivells de 8-OH-dG. A més, aquests
nivells de dany oxidatiu s’acumulen al llarg del temps. La preséncia d’aquests nivells reforcen la
idea que en les exposicions humanes ’arseénic €s el responsable de la generacié de dany oxidatiu
en el DNA. Aix0 esta d’acord amb els multiples estudis fets in vitro en condicions d’exposicid
agudes (Li et al., 2001; Sugden et al., 2004; Soto-Reyes et al., 2005; Wang et al., 2007; Alarifi et
al., 2013; Orihuela et al., 2013) 1 tamb¢ en aquells fets en condiciones in vitro que simulen més
realment els escenaris naturals ambientals d’exposicid emprant dosis croniques baixes (Kojima

et al., 2009; Tokar et al., 2014) .

Una de les hipotesis que pren més forga per explicar I’acumulacié de dany en el DNA després
d’una exposicié amb arsénic es basa en la inhibicio produida en els sistemes de reparacid associats
a la reparacié del dany generat en el DNA. Aquest fenomen ha estat al llarg del temps
freqlientment documentat en diversos estudis, avaluant alguns la inhibicié del sistema de
reparacié per excisio de nucleotids (NER) tan in vitro (Hartwig et al., 1997; Danaee et al., 2004;
Ding et al., 2008; Nollen et al., 2009; Ebert et al., 2011) com in vivo (Tran et al., 2002) o en
poblacions humanes exposades (Andrew et al., 2006; Jasso-Pineda et al., 2012). Altres rutes de
reparacio com la BER ( Li i Rossman 1989; Lynn et al., 1997; Ebert et al., 2011) i la ruta
Fanconi/BRCA (Peremarti et al., 2014) també es mostren inhibides en escenaris d’exposicio in
vitro. La importancia del correcte funcionament de les vies de reparacio, les quals garanteixen
una prevencid en I’acumulacid de mutacions en el DNA, mantenint 1’estabilitat genomica,
propulsa als cientifics a estudiar especificament el mecanisme o mecanismes concrets pel qual

I’arseénic pot estar inhibint les diferents vies de reparacié conegudes.

Una de les teories proposades es basa en la capacitat mostrada per 1’ arsénic inorganic i organics
trivalents a unir-se als grups tiol de les Cys contingudes en les seqiiéncies proteiques (Shen et al.,
2013) i, més concretament, en aquesta uni6 sobre els anomenats dits de zinc Aquestes estructures
de reconeixement contenen diferents configuracions de Cys-His que estan presents en moltes de
les proteines que participen en les diferents vies de reparacié del DNA anteriorment mencionades
(Witkiewicz-Kucharczyk i Bal 2006; Piatek et al., 2008). Entre aquestes proteines cal assenyalar
a la PARP-1, la qual ha estat altament estudiada en condicions d’exposicio in vitro (Yager i
Wiencke 1997; Ding et al., 2009; Qin et al., 2008, 2012), observant-se la inhibicié de la seva
activitat a dosis relativament baixes dintre el rang subtoxic (Qin et al., 2008; Ding et al., 2009).
Com en casos anteriors, la majoria d’estudis realitzats en valorar aquesta inhibici6 s han realitzat
en periodes d’exposicié temporals aguts, no existint cap estudi que hagi valorat els efectes exercits
per part de I’arsénic sobre els mecanismes de reparacio durant i al llarg d’una exposicio cronica

a dosis subtoxiques.
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L’estudi previ in vitro ens proporciona una situacid ideal per estudiar la naturalesa en
I’increment d’aquesta genotoxicitat exercida per part de I’arsénic sota un marc d’exposicio
cronica a dosis subtoxiques. Per avaluar el possible efecte sobre els diferents mecanismes de
reparacié en el DNA s’han realitzat cinétiques de reparacio, utilitzant la técnica del comet en la
seva versio alcalina, sobre les linies cel-lulars MEF exposades al llarg d’unes 20 setmanes,
analitzant I’efecte en la reparaci6 del dany induit per part de I’arsenit i per part de compostos que
produeixen danys especifics subjectes a la reparaci6 BER i NER, tals com el KBrOs i la llum
ultraviolada UVC. Les linies cel-lulars exposades cronicament a 1’arsénic durant prop de 20
setmanes van ser tractades durant 4 hores a una dosi de 20 uM d’arsenit sodic, 30 minuts a una
dosi de 5 mM de KBrOs o 20 Joules de radiacio UVC. Posteriorment van ser subjectes a la

valoracié de la seva capacitat de reparacio al llarg de 12 hores (Bach et al., 2015).

Els resultats indiquen que ambdues linies no exposades necessiten al voltant de 12 hores per
eliminar el dany genotoxic induit. En canvi, quan observem el comportament de les cél-lules
exposades cronicament observem que al cap de 12 hores presenten nivells de dany genotoxic
superiors al mostrat pels controls, confirmant I’afectacio de la reparacio del dany genotoxic induit
en el DNA per part de 1’arsenit. Quan s’analitza el comportament de les dues linies quant a la seva
capacitat de reparar el dany oxidatiu en el DNA, observem diferencies. Aixi, la linia cel-lular
salvatge no exposada necessita 2-4 hores per arribar a nivells basals de dany. Aquest fet no
s’observa en les linies Oggl knockout, les quals reparen el dany al cap de 12 hores. El fet que
aconsegueixin reparar tot i ser deficients per Ogg! es deu probablement a I’acci6 d’altres enzims
amb activitats similars com el Neil (Hailer et al., 2005), tal com discutirem més endavant. Quan
analitzem el comportament mostrat per les linies cel-lulars pre-exposades cronicament a I’arsenit,
observem que en el cas de les linies salvatges al cap de 12 hores es presenten nivells de dany
significativament superiors als presentats pels controls, fet que també ¢és igualment observat en el
cas de les linies Oggl knockout, tot i que els perfils de cinética de reparacid son diferents. En el
cas de les linies cel-lulars salvatges, al cap de 2-4 hores els nivells de dany oxidatiu exhibits
corresponen al 40% del nivell residual i1 aquests es mantenen similars fins al voltant de les 12
hores. Pel que fa les linies Oggl knockout, entre les 2-4 hores després de 1’exposicié mostren
nivells de dany oxidatiu residual en el DNA entre el 60 i el 90%, mantenint-se elevats fins al cap
de 12 hores, on es presenten encara significativament superiors als mostrats pel control amb valors
que varien del 30 al 60% de dany residual. Aquests resultats ens mostren una afectacid en els
mecanismes de reparacio associats a la reparacid del dany oxidatiu en el DNA al mateix temps
que apunten la importancia de la integritat en la reparacio de la ruta BER, com es veu en els
majors efectes observats en la linia Oggl knockout, la qual ja de per si presenta una inicial

capacitat de reparacid del dany oxidatiu en el DNA reduida.
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El posterior analisi del comportament exhibit per les cel-lules exposades a 1’arsenit a la dosi
de 2 uM en la valoracié de I’afectacid més especifica de les rutes de reparacido BER i NER es
mostra igualment una certa inhibicié general tant en inhibici6 de la ruta BER, on les cél-lules
exposades cronicament reparen deficientment el dany causat pel KBrOs, un clar agent oxidant del
DNA. En aquesta exposicio observem que les linies control salvatges son capaces d’assolir nivells
basals de dany oxidatiu residual al cap de 2 hores, mentre que les linies Ogg! knockout necessiten
més temps, assolint aquests nivells al cap de 4 hores. Quan analitzem els nivells de dany residuals
mostrats en les cél-lules exposades cronicament a la dosi de 2 uM d’arsenit, aquests es mostren
sempre valors de dany residual, significativament superior, sent prop del 30% en el cas de les
linies salvatges, i del 40% en el cas de les linies knockout, mantenint-se en aquests nivells fins al
final del periode de 12 hores. D’acord amb aquests resultats, podem afirmar que ’arsenit esta
exercint un paper inhibidor en la ruta de reparacio BER. Aquest paper pren forca en la linia
cel-lular Oggl knockout cronicament exposada a I’arsénic, on s’observen greus problemes alhora

de reparar el dany oxidatiu generat en el DNA.

En els estudis enfocats a valorar els efectes sobre el sistema de reparacio NER, no s’observa
una induccid de dany oxidatiu després d’una exposicié a 20 Joules de radiacié UVC com, d’altra
banda, era d’esperar. Malgrat aixo, es va observar que les linies MEF exposades cronicament a
l'arsenit presentaren cinetiques de reparacid diferents de les exhibides pels controls. Els nivells de
dany eren superiors, i la seva reparacio més lenta. Els comportaments exhibits per ambdues linies
foren similars, no presentant diferencies entre elles. Aquest fet no €s sorprenent, ja la inhibicié de
la reparacio del dany genotoxic produit per la radiacio UVC ja ha estat documentat préviament
(Hartwig et al., 1997), i es considera que ¢és una de les raons per les quals I’arsénic actua com a
co-carcinogen. De fet, s’ha trobat augment del cancer de pell en les poblacions exposades a

I’arsénic i a la llum ultraviolada (Rossman et al., 2004).

Les cinétiques de reparacio del dany oxidatiu en el DNA indiquen que, de manera més o menys
eficient, ambdues linies posseeixen la capacitat de reparar el dany oxidatiu induit en el DNA. La
principal curiositat sorgeix sobre les linies MEF Oggl™, les quals presenten abséncia total
d’expressio del gen Oggl, clau en I’eliminacio de les bases oxidades 8-OH-dG. La resposta a
aquest fet es basa en els mecanismes redundants desenvolupats per les cél-lules al llarg de
I'evolucié amb la finalitat de suplir la caréncia d’una resposta especifica. Aixi, en el cas del
sistema de reparacio BER existeixen diferents N-glycosilases, una de les quals, la NEIL-1, mostra
certa especificitat en el reconeixement de les lesions 8-OH-dG, podent participar en la seva
eliminaci6 (Hailer et al., 2005). Al analitzar els nivells d’expressié de Neill en ambdues linies
MEF exposades cronicament vam observar una clara sobreexpressio en la linia MEF Oggl™”. Aixi,
I’expressio basal de la linia knockout per Oggl mostra al voltant de 3 vegades més expressio que

la linia salvatge, essent aquests efectes clarament significatius (P<0,05), mentre que la linia
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knockout cronicament exposada a 0,5, 1 i 2 uM presentaren inclis nivells superiors, demostrant
una total sobre-regulacio en la seva expressio genica, amb valors de clarament significatius en la
dosi més alta (P<0,001). Tenint en compte que alguns autors han documentat canvis en
I’expressio del gen Oggl al llarg d’exposicions amb arsénic (Mo et al., 2006; Hirano, 2008),
varem tractar de demostrar aquest fet pero els resultats no revelaren I’existéncia de cap diferéncia
significativa entre els nivells d’expressio exhibits per les linies control no exposades comparades
amb les linies exposades cronicament al llarg de 18 setmanes. Aix0 podria implicar 1’existéncia
de mecanismes d’adaptacido desenvolupats per part de les cél-lules que es troben en constant

pressio en un ambient toxic hostil generat per part d’una constant preséncia d’arsénic.

Aquests mecanismes tenen com a principal funcié disminuir I’increment en la toxicitat de la
c¢l-lula prevenint la induccio en I’apoptosi. Explorant si existeix una possible adaptacid sota unes
condicions d’exposicio cronica en les linies cel-lulars MEF al llarg de 18 setmanes, observem
efectes adaptatius al analitzar les ICso, ja que les linies MEF salvatges presentaren valors de
27,31£1,36 uM en els controls i de 53,98+3,90 uM (P<0.001) per les linies salvatges exposades
cronicament a 2 uM d’arsenit sodic, suposant un increment del voltant de dues vegades al valor
presentat pel control. De manera similar, les linies MEF Oggl™ es mostraren més sensibles,
exhibint ICso amb valors de 9,28+0,75 uM i 21,17£1,24 uM (P<0.001) per a controls i exposats
cronicament, exhibint un increment igualment un increment de la resisténcia a la toxicitat al
voltant de dues vegades comparada amb el control. El fenomen de 1’adaptaci6 observat pot ser
no exclusiu de les exposicions front 1’arsénic, ja que altres compostos de naturalesa oxidant com
el KBrO; i el H>O,, inductors de la reparacio BER, i la radiacio UVC subjecta al mecanisme de
reparacio NER també ho podrien ser. En base aquesta hipotesi, varem analitzar les ICso dels agents
mencionats sobre les dues linies cronicament exposades a 2 uM d’arsenit, observant
comportaments diferents per les dues linies. Les linies MEF salvatges no mostraren cap indici
d’adaptaci6 a cap dels compostos analitzats, mentre que les linies MEF Oggl™” mostraren un
increment en la resisténcia de tots els compostos assajats. Aixi, una possible explicacio dels
resultats observats podria fomentar-se en la sensibilitat de base que presenten les linies deficients
en el gen Oggl, motiu suficient que les obliga a adoptar estratégies adaptatives per prevenir els
efectes toxics derivats per tals compostos oxidants. D’aquesta manera els mecanismes d’adaptacio
adoptats per les cel-lules que es troben en constant pressio per la preséncia d’arsénic inclourien

I’activacioé de barreres preventives i de mecanismes antioxidants.

Es coneix que en la resposta al dany oxidatiu la ruta Nrf2-keapl és de cabdal importancia (Sun
et al.,, 2011). Amb la finalitat de comprovar possibles inter-relacions entre adquisicid de
resisténcia a la toxicitat i aquesta via, valorarem 1’expressio geénica de diferents grups de gens
com: transportadors cel-lulars (Glut i Pgp), enzims antioxidants (Gstpl, Sod2 i Sodl), 1a Hol i el
factor de transcripcid Nrf2 i el seu regulador Keapl de la via Nrf2-Keapl. Tret de la Hol, la qual
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revela un clar patré d’increment en la seva expressio en les cel-lules exposades cronicament a
I’arseénic, fet visualitzat préviament en diversos estudis in vitro (Kojima et al., 2009; Liu et al.,
2006; Piet al., 2008), laresta de gens analitzats no mostraren un clar patré d’increment que pogués
explicar I’adopcié d’aquesta maquinaria per combatre els efectes toxics derivats de l'exposicio

cronica al llarg de 18 setmanes en la resisténcia aquesta toxicitat.

Enfront d’aquests resultats negatius, varem proposar un possible paper del metabolisme de
I’arsénic en aquesta resposta adaptativa. Aixi, la conversié de substancies insolubles a més
solubles a través de 1’addicio de grups polars s’erigeix com un principal 10gic mecanisme a ser
emprat per les cél-lules reduint la seva toxicitat per I’increment en la seva facilitat d’eliminacio
de l’organisme. El metabolisme de 1’arsénic segueix aquesta estratégia, metilant 1’arsénic
inorganic i formant espécies intermediaries metilades d’arsénic, les quals sén més solubles
excretades finalment en 1’orina de 1’organisme. Aquesta observacidé ha fet pensar ja des del
principi que el metabolisme de 1’arsénic és la principal estratégia de destoxificacio adoptada per
la ceél-lula per combatre la toxicitat exercida per una exposicio a arsénic (Vahter et al., 1988). Per
aixo varem avaluar el paper del principal gen implicat en el metabolisme de I’arsénic, 1’ As3mt.
Els resultats obtinguts revelaren una inducci6 en els nivells d’expressio de I’ As3m¢ en les cel-lules
MEF exposades. Tot i mostrar un patré de sobre expressio en les dues linies, aquests foren
significatius solament en el cas de les MEF Oggl” exposades. Aquest fet corrobora 1’adquisicio
d’una acceleracio en la biotransformacié de 1’arsénic per part de les linies deficients, per excretar
I’arsénic més rapidament. Aquesta estratégia al llarg del temps no semblaria pero ser positiva,
promovent en aquestes linies exposades cronicament a 1’arsénic [’acumulacié de dany oxidatiu
en el DNA induit pel ROS generats durant el metabolisme. Es interessant destacar que fins ara
cap autor hauria demostrat la sobre expressio de 1’enzim As3m¢ en condicions d’exposicio cronica

in vitro.

A manera de resum, podem dir que una exposicio cronica a dosis subtoxiques d’arsenit afecta
els mecanismes de reparacido BER i NER, inhibint-los en les cél-lules cronicament exposades al
llarg de 18 setmanes. Cal destacar que la inhibici6 en la ruta BER es presenta com un principal
mecanisme genotoxic que promouria I’increment del dany oxidatiu en el DNA de les linies
cronicament exposades. Aquest fet es veuria accelerat en les linies MEF Oggl™", les quals, a pesar
de poder reparar en part el dany oxidatiu generat mitjancant la utilitzaciéo de la N-glycosilasa
Neill, son més sensibles 1 promptes a I’acumulacio d’aquest dany, abocant-les, al llarg del temps
a un suposat increment de la inestabilitat genomica. A més, la sobre expressio observada de
I’As3mt suggereix 1’acceleracio en el metabolisme de 1’arsénic com a hipotétic mecanisme
utilitzat per la cel-lula per enfrontar-se als efectes toxics de I’arsénic, essent malauradament, pero,

un inductor posterior de la formacié de ROS. Aquest fet podria lligar-se amb una acceleracid en
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la transformacio cel-lular, adquirint aquesta linia deficient un fenotip tumoral abans que la linia

salvatge sota aquest marc d’exposicio cronica a ’arsenit sodic.

Aquestes conclusions son les que ens van portar a plantejar-nos les preguntes de: Esta [ arsenit
induint ['adquisicio d’un fenotip tumoral a les linies MEF exposades sota aquest marc
d’exposicio cronica? La presentacio d’aquest fenotip tumoral es veuria accelerada en les linies
MEF Oggl”" cronicament exposades? La resposta a aquestes preguntes constitueix I’ objectiu del

tercer article d’aquesta Tesi.

La resposta afirmativa a les dues preguntes plantejades ens portaria a trobar un vincle entre el
dany oxidatiu i la carcinogénesi exercida per I’arsénic, reafirmant-lo com uns dels seus principals
mecanismes d’accio tumoral i considerant-lo, a part, com un mecanisme molt important a tenir
en compte en individus de poblacions exposades portadors de polimorfismes en gens de reparacid
com Oggl. La carcinogénesi exercida per I’arsénic ha estat altament documentada en diversos
estudis in vitro i in vivo, pero cap d’aquests estudis ha aconseguit demostrar 1’adquisicié d’un
fenotip tumoral en 1’ambit cel-lular o la induccioé de tumors en el cas d’animals com a resposta
directa a I’acumulacié de dany oxidatiu en el DNA. La manca de resultats en la deteccid
d’increments en el dany oxidatiu en resposta a exposicions prolongades d’arsenit podria ser el
resultat de la utilitzaciéo de linies cel-lulars que no presenten cap polimorfisme per gens
constituents en la ruta de reparaci6 BER. En aquestes condicions les cél-lules podrien anar
reparant els baixos nivells de dany induits. De fet, tinicament un estudi ha aconseguit demostrar
I’aparici6 de cancer, concretament de pulmo, com a resultat d’una exposicié prolongada a DMAY
en ratolins Oggl”, els quals presentaren al final del tractament nivells de 8-OH-dG
significativament superiors als ratolins Oggl™ no exposats, i també superiors als salvatges
exposats i controls (Kinoshita et al., 2007). Tot i I’ts d’individus amb fons genétics deficient en
la reparacid BER, aquest estudi presenta el problema que utilitza DMAV, que és un subproducte
situat al final de la biometilacié de ’arsénic, i que avalua tan sols una tnica dosi. Es coneix que
la produccié de ROS en les etapes finals del metabolisme es troba disminuida i, per tant, també
la seva aportacid a incrementar el dany oxidatiu en el DNA. Aixo no succeeix amb 1’arsenit, que
es presenta com el compost inorganic trivalent per excel-léncia i la principal font primaria
d’incorporacio a I’organisme. Donat que es troba en la primeria linia del procés de metabolitzacio,
desencadenaria la formaci6 de ROS en major mesura que el DMAY exhibint, per tant, major poder
en danyar el DNA. A més, el nostre estudi busca avaluar I’associacioé existent entre la generacio
de dany oxidatiu en el DNA i la carcinogénesi exercida per part de 1’arsénic utilitzant un rang de
dosis en la banda subtoxica, D’aquesta manera, a més de descobrir el paper oxidant de 1’arsénic
també permet establir relacions dosis-resposta en el grau de transformacio cel-lular de les linies

MEEF.
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Alhora de determinar 1’adquisicié d’un fenotip tumoral in vitro és de maxima importancia
utilitzar una bateria d’assaigs que permetin identificar la presentaci6 d’aquest fenotip tumoral per
part d’una c¢l-lula, podent discriminar-la d’una c¢l-lula totalment normal. La majoria d’aquests
assaigs es basen a identificar caracteristiques propies exhibides per les c¢l-lules tumorals tals com
I’augment en la proliferaci6 cel-lular, evasio a la supressio del creixement, tolerancia a I’apoptosi
autoritzant la replicacio del seu material genctic de manera indefinida, promoci6 a la formacio de
capil-lars sanguinis per tal de nodrir-se (angiogénesis), activacido de programes d'invasio i
metastasi, re-programacio del metabolisme cel-lular i I’evasio de la destruccio per part del sistema
immune (Hanahan i Weinberg, 2011). Algunes d’aquestes técniques incloses en les mencionades
bateries d’assaig son el sofi-agar, el zimograma i els assaigs d’invasio cel-lular, entre d’altres
(Breheny et al., 2011). Aquestes técniques avaluen determinades caracteristiques extrinseques
propies de les cél-lules transformades tals com I’adquisicié de la capacitat de creixement
independent d’ancoratge a substrat, la secrecié de metal-loproteinases i la promocié de la invasid

de cél-lules pertanyents a teixits circumdants respectivament.

Altres caracteristiques sovint apreciades es corresponen a canvis intrinsecs que es produeixen
en el transcurs de I’adquisici6é d’un fenotip tumoral per part d’una cél-lula. Aquests canvis sovint
es manifesten en gens lligats amb [’estat de diferenciacid cel-lular. Aixi, gens com C-MYC,
OCT3/4, NOTCH2, SOX2, NANOG i KLF4 es conformem com a marcadors que determinen
I’estat de pluripotencia cel-lular. El seu nivell d’expressido pot ser comprovat mitjangant la
utilitzacié de PCR a temps real i Western-blot, valorant els nivells d’expressio génica i proteica,
respectivament. Altres marcadors més especifics d’identitat de teixit, son igualment utilitzats a fi
de valorar I’estat de diferenciaci6 cel-lular; gens com ACTA2 i VIMENTINA es presenten com a

candidats a valorar la identitat fibroblastica.

L’aplicaci6 d’una bateria d’assaigs que inclogui les técniques anteriorment mencionades, a
més de la valoracio de I’estat d’expressio dels gens implicats en determinar I’estat de diferenciaciod
cel-lular, la varem portar a terme a fi de determinar 1’adquisicioé d’un fenotip tumoral en les linies
MEF cronicament exposades a I’arsénic al llarg de 40 setmanes d’exposicid. Aixi, la valoracio en
la morfologia cel-lular mitjangant observacié en microscopi, el nivell de proliferacio cel-lular
mitjangant la valoracid dels temps de divisié cel-lular, la capacitat en créixer de manera
independent d’ancoratge mitjancant el soft-agar, la capacitat de promocié tumoral mitjangant la
variant de soft-agar modificat, I’increment en la secrecid6 de MMPs mitjangant zimogrames i
I’augment en la induccid de la invasié cel-lular en linies de possibles teixits circumdants a través
dels assaigs d’invasio cel-lular emprant cambres modificades de Boyden van ser les eines

utilitzades a fi de determinar aquests canvis extrinsecs propis de les cel-lules tumorals.

A part, també es valora els nivells d’expressio geénica mitjancant la utilitzacié de la PCR a

temps real dels gens Acta2, Vimentina, Sox2, Nanog i klf4, i els nivells d’expressio proteica dels
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gens C-myc, Oct3/4, Notch2 mitjancant 1’us del Western-blot. Aquests canvis els utilitzem com a
dades complementaries aportant informacio dels canvis a escala intrinseca que pateixen les

cel-lules al llarg de la seva transformacié tumoral.

Els resultats obtinguts mostren canvis en la morfologia cel-lular de les linies MEF Oggl™
exposades, presentant una morfologia allongada després del tractament a totes les dosis croniques
emprades (0,5, 112 pM) durant 30 setmanes d’exposicio. Aquest fenomen no es va observar en
cap de les linies MEF Oggl™" cronicament exposades. Aquest fenomen aporta certa informacié
qualitativa referent a la resposta en la transicid epiteli-mesénquima que es du a terme en les
cel-lules al llarg de tot procés tumoral, mostrant-se com una marca qualitativa en el prolongat
procés neoplasic. Aquestes variacions morfologiques ja han estat préviament documentades en
estudis in vitro sota condicions d’exposicio cronica a I’arsénic (Li et al., 2011; Wang et al., 2011;
Xu et al., 2014). Un dels altres trets caracteristics exhibits per les cél-lules tumorals correspon a
l'increment en la proliferacié cel-lular ja en les primeres etapes d’iniciacié de la transformaciod
cel-lular (Hanahan i Weinberg, 2011). Aquesta caracteristica es determina d'acord amb el temps
de duplicacid poblacional (doubling time), que es correspon amb el temps necessari per a una
linia cel-lular determinada en dividir-se doblant el seu ntimero. En el nostre cas les c¢l-lules MEF
Oggl”" ja mostren canvis en els seus valors de duplicacié poblacional amb tan sols 20 setmanes
d’exposicio. En canvi, en la linia cel-lular salvatge no es mostraren canvis apreciables per aquest
punt temporal. La comprovacioé del creixement de les linies cel-lulars MEF Ogg/” cronicament
exposades a arsenit sota I’abséncia de sérum revela una disminucié significativa del temps de
duplicacio d’aquestes linies en comparacio als controls i aquests resultats suposen una altra prova

qualitativa del procés de transformacio.

Totes les cel-lules, sense excepcid, disposen de marcadors especifics que determinen la seva
naturalesa tissular. Alguns d’aquests marcadors al llarg del periode de transici6 d’epiteli-
meseénquima es veuen alterats, observant-se una desregulacid génica que condueix finalment a
l'aparici6 del fenotip mesenquimatic que té lloc al final del procés d’adquisicié tumoral (Kothari
et al., 2014). Els fibroblasts, a pesar de ser una poblacié heterogénia i, per tant, dificils d’atorgar-
los marcadors especifics d’identificacid, presenten els marcadors ACTA2 i VIMENTINA que es
mantenen expressats en la gran majoria de poblacions fibroblastiques adultes. Aquests gens no
identifiquen Unicament 1’estat de diferenciacié adult fibroblastic, sind que es veuen igualment
implicats en el llarg procés de transicidé epiteli-mesénquima (Mimeault i Batra, 2014) i son
marcadors claus d’identificacié dels fibroblasts associats a tumor, on es presenta sobre-expressio
dels dos gens (Madaret al., 2013). La importancia d’aquestes cél-lules radica en la seva
localitzacio dins I’estroma tumoral, erigint-se com a participes directes en l'orquestracio dirigida
de la progressi6 tumoral (Cirri i Chiarugi, 2012; Madar et al., 2013), com ho demostra la seva

presencia en diferents tipus de cancers (Kalluri i Zeisberg, 2006). Per tant, donada la naturalesa
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tissular de les linies emprades en el nostre estudi varem utilitzar els gens Acta2 i Vimentina com

a candidats ideals a ser avaluats al llarg de I’exposici6 cronica a arsénic.

Els resultats en els nivells d’expressi6 genica en les linies MEF cronicament exposades
mostren canvis significativament diferents i apreciables en els dos gens al llarg del periode de
tractament de 40 setmanes. Aquests canvis es veuen més pronunciats en la linia MEF Oggl™ i
amb tractaments amb 2 uM, on els nivells d’Acta2 i Vimentina es veuen clarament sobre-regulats,
assolint nivells d’expressidé genica 1,5 i 2 vegades superiors al control, al cap de 40 setmanes
d’exposicié prolongada. El comportament exhibit pels dos marcadors en la linia MEF Oggl™”
suggereixen la conversi6 d’aquesta linia a un estat similar al dels fibroblasts associats a tumor, tot

i que la valoracid tnica d’aquests marcadors no és prova suficient per realitzar tal afirmacio.

Existeixen gens implicats en la regulacié de ’estat de desdiferenciacid/diferenciacio cel-lular
que responen al nom de marcadors de pluripoténcia; aquests prenen tal nom a causa del seu paper
en mantenir I’estat de desdiferenciacié i auto renovacié de les cél-lules mare pluripotents, dirigint
la seva desdiferenciacié a diferents tipus cel-lulars i, conseqiientment, a la formacio dels diferents
teixits presents en qualsevol individu adult. Exemples d’aquests gens son C-MYC, OCT3/4,
NOTCH2, SOX2, NANOG i KLF4. La desdiferenciacid cel-lular és un fenomen contemplat al
llarg de tot el procés de transicio epiteli-mesenquima. Per tant, no seria estrany observar una
manifestacié de canvis d’expressio dels gens préviament citats en les nostres condicions
experimentals. De fet, la seva desregulacio ha estat demostrada al llarg del procés neoplasic
cel-lular en estudis in vitro (Mathieu et al., 2012), en multitud de cancers (Schoenhals et al., 2009),
i també en estudis on linies cel-lulars han estat transformades com a causa de la seva exposicio
cronica a l'arsénic (Tokar et al., 2011b). Aixi, el seguiment en 1’expressié d’aquesta bateria de
gens es presenta com una opcié complementaria a fi de documentar els canvis intrinsecs soferts
per les MEFs sota exposicions prolongades a 1’arsénic. Els resultats obtinguts revelaren la
presentacié d’una desregulacié génica en les linies MEF exposades, essent aquesta a diferent
nivell segons la linia cel-lular analitzada. En el cas de les linies salvatges, no presentaren al llarg
de tota I’exposicio cap patré de comportament que fos significativament diferent dels presentats
pels controls. Contrariament, les MEF Oggl” presentaren patrons clarament de desregulacié
génica, mostrant en alguns gens tals com el Notch2 tendéncies decreixents, o increments com en
el cas de Sox2, en I’expressio proteica i génica respectivament al cap de 40 setmanes d’exposicid
cronica. Altres gens com el C-myc, Nanog i kif4 exhibiren un patrd de forma de “U”. Aquest fet
no és insolit, ja que ha estat documentat en diferent varietat d’estudis in vitro en exposicions
prolongades a arsénic igual que en la progressio d’altres cancers independents a I’exposicid per
arsénic (Tokar et al., 2011b). Tal fet porta a la formulacié d’una possible teoria per explicar el
fenomen de visualitzacio del patr6é en forma de “U” per aquests determinats gens, un primer

periode de diferenciacié aberrant i decreixement en 1’expressié dels gens relacionats com
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marcadors de c¢l-lules mare amb una progressiva disminucio dels nivells del gen PTEN, i més
tard una reactivacio i restabliment dels nivells dels gens relacions en el manteniment de 1’estat
autoregulat present en les cel-lules mare. Durant aquest segon augment, es pensa que es promou
el descontrol dels processos de diferenciacié donant lloc a la formacio de cél-lules mare tumorals

(Tokar et al., 2010).

La promoci6 en el creixement tumoral es presenta com una marca destacada present en els
fibroblasts associats a cancer, els quals es presenten com a principals cooperants en la promociod
del creixement tumoral mitjancant 1’excrecio de factors que creen un micro-ambient favorable al
creixement de les cél-lules tumorals que voregen 1’estroma del teixit especific (Cirri i Chiarugi
2011, 2012). La técnica del sofi-agar, desenvolupada a finals dels anys 70 del segle XX
(Hamburger i Salmon, 1977), amb unes petites modificacions es presenta com una técnica ideal
a fi de determinar la capacitat promotora exercida de les MEFs cronicament exposades a arsénic.
En el nostre cas, hem emprat medi condicionat “CM” excretat per les cél-lules cronicament
exposades al llarg del temps, que conté tots o parts dels factors excretats pels fibroblasts associats
a cancer Aquest medi és assajat en dues linies cel-lulars tumorals com s6on la HCT116,
d'adenocarcinoma de colon, i la HeLa, d'adenocarcinoma de cérvix. En aquest assaig s’analitzen
diferents parametres com ara el nombre de colonies formades, el nombre de colonies grans i la
seva mida mitjana. Els nostres resultats indiquen un comportament clarament promotor en la
inducci6 del creixement tumoral, manifestat clarament en les linies MEF Oggl” exposades al
llarg de 30 setmanes. Aixi, el nombre de colonies de les cel-lules HCT116 es duplica un cop
exposades al CM de les linies deficients cronicament exposades; tinicament el CM provinent de
les linies salvatges cronicament exposades a la dosi de 2 uM durant 40 setmanes fou capag
d’induir efectes similars. De manera secundaria, 1’avaluacié de la mida mitjana de les colonies
esdevé una caracteristica molt rellevant alhora de mesurar els efectes promotors sobre el
creixement de linies tumorals. L’establiment d’una mida limit per designar quan una colonia es
considera gran ens permet estudiar el poder promotor del CM. En aquest context, s’establiren com
a minim 200 uM de diametre com a punt de partida per considerar una colonia com a gran. La
freqiiéncia del nombre de colonies fou incrementada dramaticament per I’accid del CM provinent
de les MEF Oggl”" cronicament exposades, tot i no seguir una tendéncia dosis-dependent. Per
altre banda, I’increment en el nombre de colonies fou tnicament apreciat en CM provinent de les
MEF salvatges cronicament exposades durant 40 setmanes a la dosi de 2 puM. Finalment, al
analitzar la mida mitjana exhibida per les colonies formades per la linia HCT116 exposada als
diferents CM, es van observar increment en la seva mida, assolint valors proxims a les 800 um.
Aquest fet no fou observat en les linies salvatges. Per altra banda, el comportament en la promociod
en el creixement tumoral mostra una resposta diferent en la linia tumoral HeLa. Pel que fa a la

mida mitjana final de les colonies, en aquesta linia cel-lular es mostra una clara tendéncia dosis-
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dependent i significativament diferent del control, tot i assolir la linia tumoral mides inferiors a

les mostrades per la linia tumoral HCT116.

La comprovaci6 en I’adquisicio de 1’habilitat de créixer de forma independent d’ancoratge a
substrat es presenta com una caracteristica altament avaluada al llarg del temps des de la
implementaci6 inicial de 1’assaig del soft-agar dissenyat de forma pionera per Hamburger i
Salmon (Hamburger i Salmon, 1977). Tot i la dificultat coneguda dels fibroblasts en créixer en
soft-agar, les colonies obtingudes foren prou visibles, presentant una mida uniforme del voltant
de 290+19 um. Els resultats van mostrar que 30 setmanes d’exposicid foren suficients per induir
en les cel-lules el fenotip de creixement independent d’ancoratge. Contrariament, les cél-lules

salvatges van necessitar 40 setmanes per mostrar un comportament similar.

L’estadi final del procés d’adquisicié tumoral comprén 1’aparicio de la capacitat de produir
metastasi. Es a dir, la deslocalitzacié de 1’origen primari del tumor i la posterior colonitzacié de
teixits distants a fi de formar el renaixement de nous tumors. Aquesta capacitat es mostra com
una altra marca caracteristica exhibida per tota cél-lula tumoral (Hanahan i Weinberg, 2011) 1,
per tant, sera avaluada en el treball. L’avaluacié dels nivells de metal-loproteinases i la mateixa
capacitat d’induccio de la invasio cel-lular in vitro s’ofereixen com les dues alternatives possibles
a fi d’avaluar I’aparici6 d’aquesta determinada marca tumoral. La importancia en I’avaluaci6 dels
nivells de metal-loproteinases i, més especificament de les MMP-2 i MMP-9 es presenta prou
interessant gracies a la seva contrastada omnipresencia incrementada en multitud de cancers, ser
reguladores del microambient tumoral i contribuint basicament en els processos de metastasis i
altres com la promoci6 i angiogenesis (Kessenbrock et al., 2010). Els fibroblasts associats a cancer
es presenten com les principals c¢l-lules estromals en 1’excrecié de tals metal-loproteinases,

orquestrant la maduracio i desti final de les cel-lules tumorals circumdants al seu estroma.

Aixi, la sobre-preséncia de MMPs digereix la matriu extracel-lular, habilitant la metastasi de
les cél-lules tumorals (Cirri i Chiarugi 2011, 2012). Una de les principals técniques emprada a fi
de valorar els nivells excretats de MMPs ¢és el zimograma dependent de substrat, descrita
inicialment a principis dels anys 80 del segle XX (Heussen i Dowdle, 1980). La variant de substrat
de gelatina permet revelar els nivells cel-lulars de MMP-2 i MMP-9 excretats en el CM. Diferents
estudis en el camp de la carcinogénesi in vitro exercida per 1’arsénic han mostrat un increment
significatiu en els seus nivells comparats als presentats per les cél-lules control (Achanzar et al.,
2002; Kojima et al., 2009; Tokar et al., 2014). Inclis han estat utilitzades com a un biomarcador
d’exposicidé a I’arsénic, ja que la seva concentracid en el plasma d'individus de poblacions
cronicament exposades a 1’arsénic a través de 1’aigua es veu incrementada (Kurzius-Spencer et
al., 2015). Els nostres resultats mostren que els nivells excretats totals de MMP-2+9 per part de
les MEFs Oggl” cronicament exposades per 30 setmanes assoleixen increments

significativament diferents de les cél-lules no exposades. Per altra banda, les MEF Oggl™*
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comengcaren a presentar canvis al voltant de la setmana 40, perd només evidents en les dosis d'l i
2 uM. La contribucid en la promoci6 de la metastasi per part de les MEFs cronicament exposades
durant un llarg periode a I'arsenit compres entre les 30 1 40 setmanes queda totalment comprovada
quan es va valorar I’efecte promotor en la invasio sobre les cél-lules tumorals HCT116 mitjangant
I’assaig d’invasio utilitzant les cambres modificades de Boyden. Aquest assaig va ser descrit a
finals dels anys 80 (Albini et al., 1987) i es presenta util alhora de mimetitzar in vitro la metastasi
produida in vivo. La valoracio dels efectes dels CM provinents de les MEF Ogg/”" cronicament
exposades al voltant de 30 setmanes revela un patr6 dosi-resposta en promoure la invasio de la
linia tumoral d’adenocarcinoma de colon, promovent unes 6 vegades més la invasio en el cas del
CM provinent de la dosi 2 pM. En el cas de la linia MEF Oggl ™" foren necessaries 10 setmanes

més d’exposicid per observar un patré de comportament similar, perd a menor escala.

L’analisi global dels resultats aportats per les técniques destinades a valorar els canvis
extrinsecs (Soft-agar, zimograma i assaigs d’invasio per cambres modificades de Boyden) al llarg
de la transformacio cel-lular a un fenotip tumoral confirmarien el trobat per altres autors en estudis
in vitro que demostraren una transformacio cel-lular adquirida per exposicions croniques a dosis
d’arsénic a nivell subtoxic ( Zhao et al., 1997; Achanzar et al., 2002; Chien et al., 2004; Sens et
al., 2004; Eblin et al., 2007; Wen et al., 2008; Kojima et al., 2009; Chang et al., 2010; Wnek et
al., 2010; Li et al., 2011; Ling et al., 2012; Tokar et al., 2013, 2014; Liu et al., 2014; Xu et al.,
2014;). Per tant, el nostre estudi s’afegiria a aquesta llarga llista, reforgant la idea del poder de
I’arsénic com agent carcinogen inclus sota exposicions a dosis rellevants en 1'ambit ambiental. A
més, demostra de manera explicita la hipotesi que planteja la contribucié del dany oxidatiu com
un mecanisme d’accid en la carcinogenesi exercida per 1’arsénic. Aquesta evidéncia, per altra
banda, es presenta com una alerta a tenir en compte a fi de valorar el possible risc associat a cancer
en les poblacions exposades, sobretot en els individus portadors de polimorfismes com el
Ser326Cys en el gen OGGI, que fan disminuir la seva capacitat d’ eliminar lesions en el DNA

com és la 8-OHdG.

Per altra banda, ’establiment d’aquest model in vitro permetra futures exploracions
d’altres canvis intrinsecs soferts en les linies cel-lulars al llarg del procés de transformacio induit
per ’arsénic. Alguns exemples podrien ser ’estudi dels canvis epigenétics soferts en el genoma
a escala global o especific de gens i la mesura de la inestabilitat genomica. Alguns d’ells inclus

podrien estar actualment sota el nostre desconeixement.
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5. CONCLUSIONS

Les conclusions finals d’aquesta Tesi, que t¢€ com a objectiu general estudiar la implicacioé del
dany oxidatiu en el DNA en la carcinogenesi associada a 1’arsénic utilitzant un marc d’exposicio
in vitro cronic i un model de linies cel-lulars MEFs isogéniques, una de les quals presenta

deficiéncia en la reparacio BER, son les segiients:

1. Les linies cel-lulars MEF salvatge i MEF Oggl™" utilitzades en aquesta Tesi es confirmen

com a portadores de les caracteristiques requerides per I’estudi.
- La linia MEF Oggl”" es confirma genotipicament knockout pel gen Oggl.

- Ambdues linies expressen I’enzim As3mt i exhibeixen capacitat metabolitzadora de 1’arsénic,

fent-ho, a més, a una ratio similar.

- Vint-i-quatre i quaranta-vuit hores d’exposicié a dosis subtoxiques d’arsenit sodic son
capaces d’induir dany genotoxic en ambdues linies cel-lulars, perd només son capaces
d’induir dany oxidatiu en la linia Ogg/™”, confirmant la seva utilitat en la deteccié del paper

del dany oxidatiu en la carcinogénesi associada a I’arsenic.

2. L’exposicio cronica a I’arsenit sodic és capa¢ d’induir dany genotoxic i dany oxidatiu en

el DNA de les linies MEF exposades cronicament.

- L’exposicio cronica a 0,5, 1 12 uM d’arsenit sodic durant 18 setmanes revela una acumulacio
de dany genotoxic i oxidatiu irreversible en la linia MEF Oggl”. Aquest increment és

progressiu i s’observa a totes les dosis emprades.

- En canvi, la linia MEF Oggl™* mostra un lleuger increment del dany oxidatiu a les dosis d’1

12 uM, pero tnicament al final del periode avaluat.

3. L’exposicio cronica a arsenit sodic durant 18 setmanes altera la capacitat de reparar el
dany en el DNA mitjancant les vies BER i NER. Aquesta inhibicié de les vies de reparacié

s’observa especialment en la linia Ogg1 deficient.

-L’exposici6 cronica a 0,5, 1 1 2 uM d’arsenit sodic durant 18 setmanes redueix la capacitat
de reparar el dany genotoxic i oxidatiu produit pel mateix arsenit sodic, el KBrOs i la llum

UVC.
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-Aquesta resposta adaptativa no s’explica per I’activacio de la via de resposta antioxidant Nrf2-

Keapl.

- L’acceleracio del metabolisme de 1’arsénic -visualitzat com la sobre-expressio de 1’ As3mt-
observada en ambdues linies, perd significativament accentuada en la linia knockout, es

confereix com a una possible explicacié al fenomen de 1’adaptacio.

4. L’exposicié cronica a les dosis subtoxiques 0,5, 1 i 2 pM d’arsenit sodic durant 30
setmanes és capa¢ d’induir I’aparicié d’un fenotip tumoral en la linia cel-lular MEF

Oggl™.

-A partir de la setmana 30 d’exposicio, les cel-lules exhibeixen i) una morfologia alterada
especifica tendent a spindle-like, i1) un increment en la capacitat proliferativa, present inclis
en condicions deprivants de nutrients, iii) una desregulacio en els patrons d’expressié de
marcadors d’identitat de teixit i d’autoregulacio de la pluripoténcia cel-lular, iv) un increment
en la promocid del creixement tumoral d’altres linies cel-lulars tumorals com les HCT116 1
les HeLa, v) I’adquisicié de la capacitat de creixement independent d’ancoratge, vi) un

increment en la secrecié de MMPs i vii) un increment en la promocio de la invasio cel-lular.

5. L’exposicio cronica a les dosis subtoxiques més elevades d’11i2 pM d’arsenit sodic durant
40 setmanes només és capa¢ d’induir algun signe de transformacié cel-lular en la linia

cel-lular MEF OggI™*.

- A partir de la setmana 40 d’exposicid a 1 i 2 uM d’arsenit sodic, les cel-lules exhibeixen un
augment en la secrecio de MMPs i la capacitat d’inducci6 en la invasio cel-lular. La promocio
del creixement tumoral, i el guany en la capacitat de creixement independent de substrat,

s’observa només a la dosi més alta de 2 uM.

6. Com a conclusié general, aquest treball demostra, per primera vegada, que el dany
oxidatiu juga un paper rellevant en la genotoxicitat i la carcinogenicitat de I’arsénic. Per
aquesta rad, els individus amb polimorfismes al gen OGG]1 tindrien, per tant, un augment

del risc de patir les conseqiiéncies de I’exposicié a I’arsénic.
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