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Las células son seres vivos con una personalidad propia, sus gustos y sus fobias y, sobre todo,
con una gran necesidad de consideracion. En ningiin caso hay que utilizarlas como objetos.
Exigen que se les rodee de suavidad y de ternura, piden que se les escuche y que se sepa hablar

con ellas.

Dominique Lapierre, “Mas grandes que el amor”
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Resumen:

La contaminacion a escala global y local podria estar afectando a una de las
hasta ahora consideradas ultimas regiones pristinas en el mundo, la Antartida. En
estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion fueron detectadas
diferentes concentraciones de metales en diferentes tejidos de tres especies de
pinglinos de la Peninsula Antartica e Islas asociadas (Pygoscelis antarctica,
Pygoscelis papua y Pygoscelis adeliae), considerados especies clave para la
monitorizaciéon de dichos contaminantes. En la presente tesis se ha llevado a cabo la
evaluacion in vitro de los efectos producidos por dichas concentraciones de cadmio,
plomo, cromo y selenio en dos lineas celulares: VERO, de origen renal y AML12, de
origen hepatico. Para ello se ha evaluado la citotoxicidad basal y las respuestas
celulares asociadas a dicha exposicibn mediante el estudio de su efecto sobre la
viabilidad celular, cambios estructurales y ultraestructurales, modificaciones sobre las
distintas fases del ciclo celular, el tipo de muerte celular predominante, el estrés
oxidativo (ROS) y la expresion de diferentes genes relacionados con la proteccion
celular contra la toxicidad de metales (metalotioneina), el estrés celular (Heat-Shock
protein-70), el estrés oxidativo (catalasa) y apoptosis (bax).

Para evaluar la viabilidad celular se emple6 la técnica colorimétrica del MTT,
mediante espectrofotometria; para evaluar el efecto sobre el ciclo celular y el tipo de
muerte celular se utilizaron los reactivos IP e IP/anexina respectivamente, mediante
citometria de flujo; los cambios estructurales y ultraestructurales fueron observados
mediante microscopia O6ptica y electronica de transmision; el estrés celular fue
estudiado mediante la sonda DCFHA-DA por citometria de flujo y finalmente, el estudio

de expresion génica se llevé a cabo mediante gPCR.

El ensayo de viabilidad celular mediante MTT muestra que la concentracion
media de individuos adultos para el cadmio impide la viabilidad celular en la linea
celular VERO vy sélo permite el 2% en AML12; en el caso del plomo ninguna
concentracion estudiada afecta de forma acusada sobre la viabilidad celular; el cromo
afecta a la viabilidad celular con un porcentaje superior al 70% y dicha viabilidad,
disminuye de forma destacada debido a la concentracion media hallada en individuos
juveniles en VERO y con el selenio la viabilidad celular resulta drasticamente afectada,

siendo el porcentaje de células vivas no superior al 4% en ninguno de los casos.



Los datos obtenidos sobre los efectos causados en las distintas fases del ciclo
celular, muestran que el cadmio en lineas generales provoca en VERO la disminucion
de la fase GO/G1 y el aumento de la fase S, al igual que en las concentraciones mas
elevadas en AML12, la CEs, en plomo, el cromo en todos los casos y para las
concentraciones mas elevadas de selenio (concentracion media hallada en individuos
adultos, juveniles y pollos). Mientras que concentraciones menos elevadas de cadmio
en AML12 (CEso, concentracibn media hallada en juveniles y pollos) producen el
aumento de la fase GO/G1 y concentraciones menores de plomo el aumento de la fase
G2/M.

La concentracion media hallada en adultos y juveniles de cadmio en VERO y la
concentracion media de adultos en AML12, CEsy del plomo en AML12, concentracion
media de pollos para el cromo en AML12 y selenio para concentraciones medias de
adultos, juveniles y pollos provocan que mas del 50% de las células se encuentren en
estado de apoptosis o necrosis. En lineas generales, la muerte celular por apoptosis

predomina sobre la necrosis.

El estudio morfolégico muestra que los rasgos mas caracteristicos en ambas
lineas celulares son la formacién de cuerpos de inclusién (plomo y cromo), fuerte
vacuolizacion, condensacion mitocondrial (para todos los elementos) y células con un

alto grado de degeneracion o necrosadas cuando son tratadas con cadmio o selenio.

Todas las concentraciones empleadas salvo para el cromo en AML12 (no se
observan diferencias significativas) y la concentracion media de adultos para el cadmio
(se produce un aumento significativo) producen la disminucién de las unidades de
fluorescencia (DCFH-DA) debido a la destruccion del material genético y la
incapacidad de la célula para producir ROS, por lo que en este ensayo, los valores
obtenidos sugieren un papel de ROS como indicador de mortalidad mas que de

toxicidad.

Determinadas concentraciones de cadmio y selenio encontradas en higado y
rifidn de las tres especies de pinguino, producen la sobreexpresion de genes

relacionados con la proteccion y el estrés celular.

Los resultados obtenidos evidencian el posible riesgo toxicologico que la
contaminacién en la Antartida puede provocar a nivel celular sobre las poblaciones de

Pygoscelis antarctica, Pygoscelis papua y Pygoscelis adeliae en higado y rifién.
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l. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

[.1. INTRODUCCION

La Antartida ha sido considerada hasta hoy uno de los Ultimos territorios
virgenes del planeta. El Tratado Antartico es el acuerdo internacional firmado en 1959
que gobierna las actividades de este continente y declara a la Antartida como una
reserva natural dedicada a la paz y a la investigacién cientifica. Entre el desarrollo del
Tratado Antértico se encuentra el Protocolo de Madrid que se firmé en 1991 y entr6 en
vigor en 1998 y entre cuyos principales aspectos estan la proteccion de la flora y la
fauna. Con el objeto de proteger la vida autoctona de la Antartida, esta prohibido
matar, herir, manipular y molestar a los animales o dafar la vegetacion (articulo 3). Sin
embargo, se han publicado diferentes estudios que indican que el continente blanco,
cada vez se esta viendo mas afectado por diversos factores diferentes de los
considerados dentro de dicho articulo del Protocolo de Madrid, tales como la
contaminacion local y global, el cambio climético, impactos puntuales y el aumento del
turismo (Bargagli, 2008; Barbosa et al., 2012).

Cada uno de estos factores esta influyendo negativamente en las condiciones
ambientales y en la biodiversidad del continente. Asi mismo, varios estudios
evidenciaron la presencia de téxicos en distintas poblaciones de pingtinos como el Fe,
Zn, Cu, Mn, Cd, Hg, Ag, Co, Ni y Pb (Honda et al., 1986; Szefer et al., 1993).
Posteriormente, estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, han
puesto de manifiesto el incremento de los mismos en diferentes especies de pinglinos
(Pygoscelis antarctica o pingliino barbijo, Pygoscelis papua o pinglino papua,

Pygoscelis adeliae o pingtino de Adelia (Jerez et al., 2011, 2013a y 2013b).

Los pingliinos son (Utiles indicadores biolégicos para la contaminacion por
metales pesados en el medio, debido a su amplia distribucién y su posicién elevada en

la cadena tréfica de dicho continente.

En dichos estudios previos, los niveles de Cd muestran que este metal toxico
se acumula principalmente en rifién e higado en comparacion con el resto de tejidos
(musculo, hueso, contenido estomacal y pluma), siendo mayores las concentraciones
sobre individuos adultos que sobre juveniles y pollos, llegando a alcanzar en

especimenes adultos niveles superiores a umbrales toxicos descritos en pajaros para
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tejido renal (Furness, 1996; Larison et al., 2000; Rodrigue et al., 2007 y Stout et al.,
2002).

De la misma forma los datos obtenidos en dichos estudios previos muestran
que el Se se acumula principalmente en higado y rifién, siendo para el higado niveles

superiores al umbral de toxicidad establecido por Lemley (1993) en aves acuaticas.

Los niveles de Pb en los tejidos internos en estudios previos no han sido
relevantes, pero si se ha observado una acumulacion de este metal en plumas debido
a su afinidad por las formaciones de calcio. A pesar de no encontrarse
concentraciones significativas de dicho metal en tejidos blandos, la monitorizacién del
plomo se ha empleado a menudo para evaluar la presencia de contaminacion
antropogénica en el entorno (Sun y Xie, 2011) debido a factores locales o fenébmenos

globales.

En lo referente al Cr, los resultados obtenidos por Jerez et al., (2013a) parecen
indicar un aumento en la concentracion de dicho metal, ya que en estudios previos no
se encontraron niveles detectables de dicho metal (Szefer et al., 1993). Este posible
aumento puede estar relacionado con el aumento de la presencia humana en algunas
areas de la Antartida, ya que dicho metal estd asociado con el uso y contaminacion

por combustibles (Alam y Sadiq 1993; Caccia et al., 2003).

Hasta hace algunos afios el animal de laboratorio habia sido la herramienta de
trabajo con que contaba la ciencia para la investigacion de los procesos y mecanismos

fisiol6gicos, bioquimicos y toxicolégicos.

La presion social ha motivado que la comunidad cientifica, se haya interesado
en el constante desarrollo de nuevos métodos alternativos mucho mas refinados, que
emplean un menor numero de animales en la investigacion toxicologica y
farmacologica de nuevas sustancias. En la mayoria de los casos proporcionan unos
resultados equivalentes y a veces mejores a los obtenidos con animales de
experimentacion (caso de estudios sobre mecanismos de accion, a nivel celular, etc.).
Los avances cientificos-técnicos han influido en diversas disciplinas como la
toxicologia, incorporando nuevas técnicas que van desde el empleo del microscopio
electrénico, hasta la manipulacion genética de los animales de experimentacién (NRC,
2007).
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Las alternativas bioldgicas al uso de animales superiores vivos al uso de
animales superiores vivos para el estudio de la toxicidad producida por compuestos
quimicos son muy variadas e incluye el uso de invertebrados, microorganismos,
plantas, microalgas y preparaciones in vitro, siendo éstas Ultimas las que estan
experimentando en nuestros dias un mayor desarrollo (Repetto, 1995). Dentro de los
métodos in vitro se distinguen principalmente el cultivo de 6rganos, los explantes, los

cultivos primarios, las lineas celulares y los sistemas libres de células.

Las lineas celulares establecidas representan un modelo alternativo que
posibilita la obtencién de resultados reproducibles. Las células inmortalizadas ofrecen
gran homogeneidad y son de facil mantenimiento y manipulacién, lo que permite tener
bajo control todas las condiciones de crecimiento del cultivo (temperatura, pH,
humedad, composicién del medio de cultivo) y realizar disefios experimentales muy
versatiles que combinen la evaluacion de grandes rangos de concentracion de
diferentes compuestos toxicos (Austin y Mothersill, 2003; Barile, 2008; Peropadre,
2014).

Los estudios en los que se emplean células, suponen una aproximacion de la
respuesta a nivel de organismo completo. Asi, los efectos toxicos que se producirian
en un animal completo, se transforman en alteraciones de las funciones celulares
basicas (Walum, 1998). A pesar de que no puede realizarse una extrapolacion directa
entre los resultados obtenidos en ensayos in vitro y los organismos completos, cada
vez son mMas numerosos los estudios que muestran una buena correlaciéon entre
pruebas de citotoxicidad basal y valores de toxicidad aguda in vivo (Walum, 1998;
ECVAM, 2002; Peropadre, 2014).

La mayoria de compuestos quimicos reflejan su toxicidad a nivel basal, ya que
en Ultima instancia las alteraciones de las funciones celulares tienen su origen en
interacciones inespecificas del compuesto con las diferentes estructuras subcelulares
(Ekwall, 1995; Eisenbrand et al., 2002; Peropadre, 2014). Esta circunstancia sitla a la

citotoxicidad basal como punto de referencia esencial en los estudios de toxicidad.

En resumen, los modelos celulares in vitro empiezan a ser considerados una
herramienta muy conveniente en la valoracién toxicologica, capaz de proporcionar un
conocimiento mas exhaustivo de los efectos toxicos de los xenobidticos a nivel

sistémico, celular y molecular.
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[.2. OBJETIVOS

La presente tesis doctoral pretende analizar los efectos en cultivos celulares de
rifidn e higado, de las concentraciones de determinados contaminantes encontrados
en tres especies de pinglinos que cohabitan en la peninsula Antértica e islas

asociadas. Los objetivos concretos de este estudio se detallan a continuacion:

» Evaluar la viabilidad de las lineas celulares VERO y AML12 expuestas a
concentraciones efectivas 50 (CEsg) de cloruro de cadmio, nitrato de plomo,
tribxido de cromo y tetracloruro de selenio mediante la técnica colorimétrica del
MTT.

» Determinar las dosis que afectan a la viabilidad en cada linea celular y con
cada toxico, comparando esta afectacibn con la producida por las
concentraciones medias de metales encontradas en tres especies de pinglino
(Pygoscelis antarctica o pinguino barbijo, Pygoscelis papua o pingiino papua y
Pygoscelis adeliae o pingiino de Adelia).

» Evaluar las respuestas celulares resultantes de la exposicion a
concentraciones efectivas 50 (CEsp) y concentraciones medias de individuos
adultos, juveniles y pollos halladas en las tres especies de pingulino de cloruro
de cadmio, nitrato de plomo, 6xido de cromo (VI) y tetracloruro de selenio en
ambas lineas celulares, estudiando como afectan a su ciclo celular y el tipo de
muerte celular mas representativa que experimentan mediante citometria de

flujo.

» Analizar los cambios estructurales y ultraestructurales que presentan dichas
lineas celulares, tras la exposicion a las diferentes concentraciones de
compuestos inorganicos, abordando el estudio de los cambios morfolégicos

producidos por muerte celular.

» Evaluar la respuesta de estrés oxidativo por el incremento o disminucién a nivel
mitocondrial de especies reactivas de oxigeno ROS tras la exposicion a
concentraciones efectivas 50 (CEsp) y concentraciones medias de individuos
adultos, juveniles y pollos halladas en las diferentes poblaciones de pinguinos

de los distintos compuestos inorganicos utilizando citometria de flujo.
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» Estudiar el efecto de los distintos toxicos hallados en las diferentes poblaciones
de pingiinos en la variacion de la expresion de diferentes genes relacionados
con la proteccion celular contra la toxicidad de metales pesados
(metalotioneina), el estrés celular (Heat-shock protein-70), el estrés oxidativo
(catalasa) y la apoptosis (Bcl-2 asociado a la proteina X) mediante qPCR.

» Validar la utilidad de los estudios in vitro para complementar los datos
resultantes de los estudios in vivo realizados por nuestro grupo de
investigacion en la Antartida, poniendo en valor la biomonitorizacién realizada
con pinguinos para evaluar el riesgo toxicolégico de la exposicion a estos

contaminantes
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. LA ANTARTIDA: EL CONTINENTE BLANCO

[1.1.1. UN CONTINENTE HELADO

El continente antartico tiene una forma casi circular, de la que sobresale la
peninsula Antértica en direccion sur-norte. Tiene un didmetro de unos 4500 km y una
superficie de alrededor de 14 millones de km?; de esta, menos del 2 % se encuentra
libre de hielo (Bargagli, 2008).

Practicamente la totalidad del relieve antartico se encuentra bajo una gruesa
cubierta de hielo, que llega a superar en algunas zonas los 4500 m de espesor.
Durante el invierno el mar circundante se congela duplicando la superficie helada del
continente. Los andlisis llevados a cabo a través de satélites sobre la evolucion del
hielo marino indican respuestas heterogéneas frente a cambios climaticos recientes.
En general la Antartida esta experimentando un aumento en el espesor y extension de
hielo marino, mientras que en la peninsula Antartica disminuye la cobertura helada,
coincidiendo con un aumento de las temperaturas en esta Ultima zona (Fig. 1), que
parece ser la mas afectada por el cambio global (Davis et al., 2005; Newton, 2008;
Steig et al., 2009).

&Vf‘dd(‘l! Sea

-‘
A Indian Ocean
7 A = .

Bellingshausen:

Sea ; i

Amundsen
Sea

: e Pacific Ocean
Ross Sea - ficC
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Figura 1. Superficie helada en el Polo Sur durante la estacion de verano e invierno
2013-2014. Fuente: NASA.
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Es el continente mas frio, mas seco, mas ventoso y con mayor altura media
(més de 2.000 m sobre el nivel del mar) del planeta. Su tamafio es superior al de
Australia y algo menor que el de América del Sur. Esta separado de la ultima por el
pasaje Drake (Fig. 2) o mar de Hoces, de casi 1.000 km, mientras que la distancia a
Africa y a Australia es de 3.800 y 2.500 km, respectivamente. Es un continente
rodeado por océanos, a diferencia del Artico, que es, en esencia, un océano rodeado

por continentes (Izaguirre y Mataloni, 2000).

Figura 2. Pasaje Drake

En la Antartida existen algunos volcanes activos, como en isla Decepcion, en el
sector septentrional de la peninsula Antartica, o el Erebus (Fig. 3), de 3.794 m de
altura, en la isla Ross (Antartida oriental), que domina la barrera de hielo de Ross. Se
conocen méas de 150 lagos ocultos bajo el hielo antartico, en algin caso a méas de
3.600 m bajo la superficie, como el lago Vostok, que con unos 14.000 km? de

extension tiene un tamafio similar al del lago Maracaibo (Venezuela).
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Figura 3. Cima del Monte Erebus. Fuente: George Steinmetz, Corbis

1.1.2. CONTAMINACION AMBIENTAL EN LA ANTARTIDA

El desarrollo econdmico e industrial del dltimo siglo a nivel global, ha
conllevado la liberacion masiva al ambiente de multitud de contaminantes que han
tenido repercusiones inesperadas y, en algunos casos, incontrolables. La persistencia
y capacidad de dispersion de determinados compuestos y elementos quimicos en el
ambiente, asi como su capacidad de introduccion y acumulacion en los sistemas
bioldgicos, trae consigo la incorporacion de nuevos términos a la actualidad cientifica e
incluso social a nivel internacional tales como bioacumulacién, biomagnificacion o

transporte de contaminantes a gran escala.

La Antértida ha sido considerada durante décadas como una de las pocas
regiones pristinas del planeta, simbolo global de conservacion, aislada por barreras
naturales de masas de agua y corrientes atmosféricas procedentes de otras zonas.
Pero esta idea de region totalmente impoluta empez6 a ser cuestionada en la década
de los 60, cuando Sladen et al. (1963), detectaron por primera vez el plaguicida DDT
(diclorodifeniltricloroetano) y algunos de sus congéneres en muestras bioldgicas
antarticas, aunque evidentemente nunca se habian utilizado plaguicidas en este
continente. Desde entonces otros muchos contaminantes de naturaleza persistente
han sido detectados en muestras procedentes de la Antartida (UNEP, 2002),
evidenciando que ni siquiera la regiébn mas aislada del planeta estaba protegida de la
contaminacion y de su alcance global (Bargagli, 2008). Por ello, en los ultimos afios las
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investigaciones sobre la abundancia y comportamiento de los contaminantes
ambientales en los ecosistemas antarticos, han adquirido un gran interés para la

comunidad cientifica internacional (Bargagli, 2005a; Smichowski et al., 2006).

Por un lado, es importante investigar los niveles basales de elementos traza y
otros contaminantes en areas relativamente no contaminadas, como la Antartida, los
cuales puedan ser tomados como valores basales de referencia global (Ancora et al.,
2002) a la hora de evaluar la presencia de contaminacion en otros ecosistemas. Por
otro, es fundamental tener en cuenta que el transporte de contaminantes persistentes
(organicos e inorganicos) emitidos en otras zonas del planeta, puede alcanzar y
alcanza areas tan remotas como la Antartida (Bargagli, 2008; Smichowski et al., 2006).

La Antartida no es ajena por tanto a los contaminantes que el hombre ha
emitido durante décadas, pero ademas en la actualidad, otros factores como el cambio
climatico o el creciente desarrollo urbanistico e industrial, asi como el aumento
poblacional de los paises del hemisferio sur, pueden aumentar la deposicion e impacto

de la contaminacién antropogénica en la Antartida (Bargagli, 2008).

A escala global, los impactos mas importantes debidos a la presencia humana
en la Antartida son (Rodriguez, 2012): la pérdida de suelos y ambientes virgenes
(Hughes et al., 2011), las oscilaciones inducidas en poblaciones de fauna y flora por la
caza histdrica y la sobrepesca (Smith y Simpson 1987), las emisiones globales de CO,
de los programas nacionales y turisticos (Farreny et al.,, 2011), la contaminacién
acumulada derivada de infraestructuras, y el cambio en la biodiversidad terrestre y
marina por introduccién y extincién local de especies (Frenot et al., 2005). También
hay que tener en cuenta los impactos mundiales, entre los que destacan los efectos
derivados del cambio climatico que inciden en la Antartida (Vaughan et al., 2003,
Turner et al., 2005, Turner et al., 2009), asi como pérdida de biodiversidad (Convey,
2006).

La contaminacion en la Antartida no es solo un fenémeno global, sino que debe
también ser considerada como una problematica local. Diferentes actividades, como
actividades pesqueras, actividades turisticas, quema de combustibles para transportes
y produccion de energia, uso de pinturas y baterias, vertido o derrame de residuos
sélidos y liquidos o incineracion de residuos, entre otras, llevadas a cabo en el pasado
y en el presente en el continente antartico y sus islas, pueden contribuir al aumento de

la contaminacién ambiental.
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Tras el Afio Geofisico Internacional (1957-58), las actividades humanas en la
Antartida han ido en aumento causando problemas de contaminacion (dos Santos et
al., 2005). Como atenuante, se debe considerar que los ecosistemas antarticos
costeros son especialmente sensibles a las modificaciones antropogénicas, ya que la
mayoria de las actividades e impactos humanos se concentran en estas zonas
costeras libres de hielo en verano (aproximadamente un 2 % de la superficie total del

continente).

Desde hace una década se empezaron a detectar aumentos en los niveles de
contaminantes relacionados con las estaciones cientificas y sus actividades asociadas,
accidentes (Fig. 4), vertidos aislados e impactos del creciente turismo (Vodopivez y
Curtosi, 1998). La mayor parte de esta actividad se concentra en la peninsula Antartica
y archipiélago de las Shetlands del Sur donde se encuentran la mayoria de las
estaciones cientificas y la mayoria de los lugares de visita turisticos (Lynch et al.,
2009).

Figura 4. Buque factoria chino Kai-Xin cerca del Estrecho de Bransfield, 2013
Fuente: Fuerza Aérea de Chile

Algunas de las localizaciones de las cuales proceden los datos de compuestos
toxicos utilizados en esta tesis doctoral, han sido sefialadas entre las zonas con mayor
presion antropogénica de la Antartida. Por ejemplo solamente la isla Decepcion,
recibio 9959 turistas en la campafa 2013-2014 (IAATO, 2015); por Bahia Paraiso
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pasaron 23156 turistas, mientras que en la isla Rey Jorge se encuentra la mayor
concentracién de estaciones cientificas, ademas de ser también un sitio con gran

afluencia de turistas.

Un estudio reciente, confirma una disminucion significativa en la poblacion
reproductora de pinguinos barbijo en algunas de las colonias mas grande de la Isla
Decepcién (Baily Head y Vapour Col), debida posiblemente al aumento de temperatura
(3°C anualmente y 5°C en invierno) y al impacto negativo que podria estar
ocasionando un aumento del turismo en la primera (Barbosa et al., 2012; Lynch et al.,
2012).

Figura 5. Pinguino barbijo. Fuente: IAATO, 2015

Si bien en los ultimos afos, con la entrada en vigor del Protocolo de Proteccion
Ambiental para el Tratado Antartico (Protocolo de Madrid, 1991), existe un marco mas
exigente para la regulacion y control de las actividades humanas en la Antartida,
durante décadas pasadas la gestion de los residuos (Fig. 6) y otras muchas acciones,
fueron llevadas a cabo sin ninguna consideracién para la salud ambiental de la regién
(Curtosi et al., 2010).

13
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Figura 6. Mala gestion de residuos en isla Rey Jorge

Fuente: British Antarctic Survey (antarctica.ac.uk) y Gateway Antarctica

(anta.canterbury.ac.nz)

Otro factor a tener en cuenta es, que las zonas libres de hielo son los lugares
mas explotados por el ser humano pese a su escasez, ya que contienen grandes
valores naturales y cientificos por lo que son los lugares ocupados por los
investigadores. Por otro lado, los barcos turisticos acumulan sus desembarcos en
estos espacios ya que la biologia terrestre muestra aqui su mayor riqueza. Asi, las
zonas libres de hielo contienen muchos de los valores naturales de la Antartida que a

su vez son vulnerables a las perturbaciones (Pertierra y Hughes, 2013).

Los contaminantes ambientales que afectan a la Antartida, bien por su emision
a nivel local o bien porque alcanzan la region tras ser transportados a gran escala
desde otros continentes, pueden dividirse en dos grandes grupos: los de naturaleza
inorganica (metales pesados — elementos traza) y los de naturaleza orgénica. Los
compuestos inorganicos tienen la caracteristica de estar presentes de manera natural
en los ecosistemas terrestres y acuaticos, y de ser en algunos casos esenciales en
determinadas cantidades para la vida. Sin embargo, diversas actividades
antropogénicas pueden emitirlos al ambiente en cantidades “no naturales”, provocando
un desequilibrio en sus ciclos y potenciales efectos nocivos en los organismos (Jerez
et al., 2011).

La contaminacién por metales pesados y otros elementos inorganicos provoca
gran preocupacion a escala global, regional y local debido a la influencia que ejercen
sobre la integridad funcional y estructural de los ecosistemas (Malik y Zeb, 2009). El

estudio sobre su presencia y comportamiento en zonas antarticas con diferente
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presion antrdpica, puede contribuir a comprender la influencia real del hombre en la
contaminacién ambiental de la regiébn. Aunque estos elementos se encuentran de
manera natural también en la Antartida por las caracteristicas geoquimicas de las
distintas areas (Andrade et al., 2001; Sanchez-Hernandez, 2000), diversas actividades
antropogénicas desarrolladas in situ pueden emitir/verter estos contaminantes
(vertidos accidentales, incineracién de residuos, uso de combustibles fésiles, pinturas
y barnices, etc.) (Claridge et al., 1995; Curtosi et al., 2010; Poblet et al., 1997; dos
Santos et al., 2005; Vodopivez y Curtosi, 1998; Perez et al., 2011, 2013a y 2013b). La
contaminacion local, junto con el transporte de estos elementos emitidos en Asia,
Africa o el Sudamérica, conlleva un aumento de los niveles ambientales de estos
elementos inorganicos. En este sentido, son especialmente vulnerables las zonas de
la Antartida mas proximas a otros continentes y con una mayor presion humana (Tin et
al., 2009), como el extremo norte de la peninsula Antartica y sus islas asociadas.
Ademas ha sido descrito que algunos de los metales pesados mas toxicos que existen
para los organismos, como Cd o Pb, tienden a acumularse y magnificarse en los
ecosistemas antarticos (Bargagli, 2008 y Majer, 2012), lo cual puede verse agravado

por un aumento “no natural” de estos niveles.

11.1.3. PINGUINOS PIGOSCELIDOS: BIOINDICADORES

En general, las aves acuaticas son consideradas Utiles para la
biomonitorizacibn ambiental debido a su amplia distribucién, su relativa facilidad de
identificacién y su papel como componente fundamental de los ecosistemas acuéaticos,
siendo especialmente sensibles a los cambios que se producen por la influencia

humana en los habitats que ocupan (Burger, 1993).

En concreto en el estudio de la contaminacion ambiental, las aves acuaticas
pueden acumular las formas biol6gicamente disponibles de los contaminantes y
mostrar niveles varios 6rdenes de magnitud superiores a los niveles ambientales
(Jerez et al., 2011).

En la Antartida, las aves acudticas son ademas los representantes mas
numerosos del grupo de los vertebrados. Entre ellas, los pingiinos han sido sefalados
como indicadores biolégicos potenciales para el estudio de la contaminacion, ademas
de por sus caracteristicas comunes a otras aves acudticas (amplia distribucion,
poblaciones numerosas, posicion alta en la cadena tréfica, longevidad, relativa

facilidad de muestreo y capacidad para integrar la contaminacion a lo largo del tiempo
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y el espacio; Burger y Gochfeld, 2004; Walsh, 1990), por presentar un nicho ecoldgico
permanente, presentar poblaciones de distribucion exclusivamente antartica y dominar
en términos de biomasa la avifauna de la region (Boersma, 2008; Metcheva et al.,
2006; Smichowski et al., 2006). Desde el punto de vista ecotoxicolégico, son mas
interesantes para la monitorizacion de la contaminacién ambiental antartica que otras
aves marinas que migran largas distancias a otros continentes del hemisferio sur,

como los petreles o los fulmares (Corsolini, 2009).

De las 17 especies de pingiinos que existen, 6 se distribuyen en la Antartida
(Aptenodytes forsteri o0 pingliino emperador, Aptenodytes patagonicus o pinglino rey,
Pygoscelis antarctica o pingiino barbijo, Pygoscelis papua o pingliino papua,
Pygoscelis adeliae o pinglino de Adelia y Eudyptes chrysolophus o pingtino

macaroni).

En la zona de las islas de Shetland del Sur destaca la presencia de los
pingliinos pigoscélidos pertenecientes a la familia Spheniscidae y al género
Pygoscelis. Actualmente existen tres especies: P. antarctica, P. papua y P. adeliae en

las que se analizara la toxicidad a nivel celular.

Figura 7. Pinglinos Adelia (A), papua (B) y Barbijo (C). Fuente: National Geographic
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Las tres especies poseen rangos distintos de distribucion en la Antartida, pero
conviven en algunas éareas. El pinglino de Adelia presenta una distribucion
exclusivamente antartica, formando colonias en las zonas costeras de practicamente
todo el continente e islas asociadas. El pinglino papua nidifica en el extremo sur de
Sudameérica, islas Malvinas, islas Georgia del Sur, islas Sandwich del Sur, islas
Orcadas del Sur, islas Shetland del Sur y en varios puntos de la peninsula Antartica
(hasta los 64° de latitud sur). El pinguino barbijo se distribuye principalmente en las
islas Sandwich del Sur, islas Orcadas del Sur, islas Shetlands del Sur y a lo largo de la
parte norte de la peninsula Antéartica (Williams, 1995).

Figura 8. Pingliinos Adelia (A), papua (B) y barbijo (C). Fuente: National Geographic y

https://carmenriverocolina.wordpress.com/2012/06/15/

Pueden bucear a profundidades superiores a los 300 m y consumen sobre todo
pescado, cefaldpodos y crustaceos, aunque varia en funcién de su disponibilidad y
abundancia (Putz et al., 2001; Rombola et al., 2004). Viven unos 20 afos, aunque
existen menciones de individuos que alcanzaron los 50. Sin embargo, y a pesar del
cuidado de sus progenitores, la mortalidad de los pollos es generalmente alta en tierra,

debido al frio, aplastamientos, falta de alimento, abandono o ataques de los
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depredadores. Por el contrario, los pingtinos sanos adultos presentan una mortalidad
elevada en el mar donde son atacados por varias especies, como las focas leopardo,
los leones marinos o las orcas (Williams, 1995).

El pingliino papla se caracteriza por presentar un parche blanco en la parte
alta de la cabeza y el pico de color rojo. Los individuos adultos de pingtino papua
alcanzan una estatura de 70 a 80 cm. El pinglino barbijo mide unos 74 cm, y su
principal rasgo distintivo es una linea negra en la parte inferior de la cabeza. Los
pinglinos de Adelia son mas pequefios, alcanzan un maximo de 70 cm de estatura, y
presentan la cabeza totalmente de color negro y un anillo de color blanco

caracteristico alrededor de los ojos.

La reproduccién de los pinglinos pigoscélidos tiene lugar durante los meses de
octubre a febrero, aprovechando las zonas de costa libres de hielo y la abundancia de
recursos marinos. Durante ese periodo establecen las parejas y forman las colonias,
gque abandonaran tras la época de cria. Las colonias pueden estar formadas por varios
miles de parejas y distintas especies de pingliinos pueden compartir las zonas de
establecimiento de colonias, como ocurre en la isla Rey Jorge, donde existen colonias
mixtas, aunque las especies delimitan sus zonas de anidada por separado. Dentro de
una misma especie, machos y hembras presentan altas tasas de fidelidad con
respecto a los sitios de reproduccion y con respecto a la pareja (Dubois et al., 1998;
Williams y Rodwell, 1992).

El acceso a un volumen de muestra representativo en la Antartida es
complicado, fundamentalmente debido a que tanto el Tratado Antartico como el SCAR
(Scientific Committee for Antarctic Research) recomiendan que no se lleve a cabo la
recoleccion de individuos vivos, ademas los estandares éticos recomiendan el uso de
métodos no-invasivos. Es por ello que se considera una herramienta de gran valor el
uso de ténicas in vitro, que pueden aportar informacion complementaria sobre los
efectos que los contaminantes estdn provocando en los principales biomonitores del

continente Antartico.

1.1.4. ISLAS SHETLAND DEL SUR Y PENINSULA ANTARTICA

Los datos de las especies estudiadas (P. papua, P. antarctica y P. adeliae)

proceden de 6 islas asociadas a la peninsula Antartica y una bahia de la peninsula,

18



REVISION BIBLIOGRAFICA

abarcando un area de mas de 800 Km de largo (Fig. 10). El rango geografico de la
procedencia de datos se extiende de norte a sur desde la isla Rey Jorge (62°15'S
58°37°0) hasta isla Avian (67°46°S, 68°64°0) (Jeréz et al., 2011).

Frente a la regibn mas septentrional de la Peninsula se encuentran las Islas
Shetland del Sur formadas por las islas Smith, Low, Livingston, Snow, Decepcion,
Greenwich, Robert, Nelson, Rey Jorge, Elefante y Clarence (las mayores) asi como
multitud de islotes y archipiélagos asociados. En este conjunto de islas se encuentran
ubicadas la mayoria de las estaciones cientificas internacionales (Alemania, Argentina,
Brasil, Bulgaria, China, Chile, Ecuador, Espafia, Peru, Polonia, Reino Unido, Rusia y
Uruguay (COMNAP, 2012).

La isla Rey Jorge es considerada una de las zonas con mayor presion
antropogénica de la Antartida. Las actividades humanas se iniciaron en el siglo XIX,
con la llegada de los cazadores de focas y ballenas. Hoy en dia es uno de los destinos
antarticos preferidos por los turistas a lo que se le suma la presién debida a las bases

cientificas (Kennicutt, 2009) y la presencia de un pequefio aeropuerto (Fig. 9).

En esta isla existen dos zonas ambas protegidas como Zonas de Especial
Proteccion Antértica, punta Stranger y punta Barton. La poblacion de pingiinos en
punta Stranger es de 3764 parejas en el caso del pinglino papla y de 3412 parejas en
el caso del pingiino de Adelia (Carlini et al., 2009) y la poblacion de punta Barton es
de 2900 parejas de pingtino barbijo (pagina web del Tratado Antartico).

Figura 9. Estacidn cientifica chilena Frei y detalle de su aerédromo (isla Rey Jorge)

Fuente: macroantartic.blogspot.com y panoramio.com
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La isla Livingston, oficialmente descubierta por William Smith en 1819, forma
parte de los primeros enclaves en ser colonizados por los foqueros pioneros (Smith y
Simpson 1987). Actualmente presenta dos bases cientificas de verano en
funcionamiento (Juan Carlos | (Espafia) y St. Kliment Ohridki (Bulgaria)) y un
campamento permanente (el Refugio Internacional Byers mantenido por Espaia), dos
areas protegidas, numerosos sitios arqueoldgicos y dos lugares turisticos con
numerosos visitantes anuales (Isla Media Luna y Punta Hannah).

Punta Hannah es uno de los espacios mas visitados, ha registrado un promedio
entorno a 5000 visitantes en los dltimos afios segun los informes anuales de la
asociacion de tour operadores (IAATO, 2015). La poblacion de pingliino papua y
barbijo de punta Hannah es de 1885 parejas y 754 parejas respectivamente (Lynch et
al., 2008).

En la isla Decepcion en la actualidad existen dos estaciones cientificas de
ocupacion estival, entre ellas la estacion cientifica espafiola Gabriel de Castilla, asi
como ruinas de otras estaciones que fueron destruidas por la Ultima erupcion volcanica
en 1967, cinco lugares de visita del turismo y dos areas protegidas. En la actualidad
soporta un fuerte trafico de buques y cruceros. La pinglinera en isla Decepcion es la
de Vapour Col. que tiene una poblacién estimada de 20000 parejas pingliino barbijo
(Barbosa et al., 1999).

Mas al sur se encuentra punta George en la isla de Ronge. Situada en el
estrecho de Gerlache es una zona donde ha aumentado significativamente el trafico
de cruceros de turistas en los ultimos afios (Lynch et al., 2010). La poblacion de
pinglino barbijo en este punto es de 354 parejas (Lynch et al., 2008) y la de pingtino
papua es de 2464 parejas (Lynch et al., 2008). Bahia Paraiso es un enclave situado en
la zona continental de la peninsula Antartica donde se localizan dos bases de
investigacion, una chilena, Gonzalez Videla y otra argentina, Almirante Brown. Al lado
de la base chilena se encuentra una pinguinera de pingliino papua cuya poblacién es
de 2122 parejas (Lynch et al., 2008). Siguiendo hacia el sur, se sitta la isla Yalour
donde ya solo puede encontrarse al pingtino de Adelia. En las cercanias de esta isla
se localiza la base ucraniana Vernadsky. La poblacién de pingiino de Adelia en este
punto es de 5558 parejas (Lynch et al.,, 2008). En la isla Avian se encuentra el
pingiliino Adelia, su poblacion es de 35600 parejas (Plan de Manejo del ASPA 117,

pagina web del Tratado Antartico).
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Isla Avian (67°46’S, 68°64°0)

Figura 10. Areas de estudio
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[1.2. CONTAMINANTES OBJETO DE ESTUDIO

Los elementos quimicos incluidos en el presente estudio han sido
seleccionados en virtud del aumento experimentado en los Ultimos afios segun

diferentes muestras obtenidas en estudios previos (Jerez et al., 2011, 2013a y 2013b).

Se han incluido metales pesados (cadmio y plomo), ligeros (cromo) y un semi-
metal (selenio). A continuacion se describen algunas de sus propiedades, fuentes,

usos, toxicocinética, mecanismo de accién y efectos.

11.2.1. CADMIO

El cadmio (Cd), con nimero CAS 7440-43-9, es un metal pesado (Repetto y
Sanz, 2008) que, segun la Agencia para Sustancias ToOxicas y Registro de
Enfermedades de Estados Unidos (Agency for Toxic substances and Disease
Registry), se encuentra entre los metales con mayor incidencia sobre la salud. Fue
descubierto por Friedrich Stromeyer en 1817. Es de color plateado, brillante, maleable
y muy ductil.

Es un elemento no esencial para los sistemas biol6gicos, que se encuentra
presente como contaminante en los alimentos, agua o aire, siendo la ingestién y la
inhalacién las principales vias de exposicion a cadmio (LOpez-Artiguez y Repetto,
1995). Aunque existe controversia al respecto, diversos estudios han puesto de
manifiesto que el cadmio experimenta fendmenos de bioacumulacién vy
biomagnificaciéon en las cadenas troficas de diversos ecosistemas marinos, como los
ecosistemas antarticos, acumulandose principalmente en peces, moluscos Yy
crustaceos (Bargagli et al., 1996; Bustamante et al., 2003; Croteau et al., 2005;
Sanchez-Hérnandez, 2000). En medios acidos aumenta su solubilidad vy
biodisponibilidad (Moreno-Graw, 2003). Algunas de las propiedades fisicas y quimicas

del cadmio se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades del cadmio

NUmero atémico 48
Peso molecular (g/mol) 112,40
Densidad (g/ml) 8,64
Punto de ebullicion (°C) 765
Punto de fusién (°C) 321,80
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Con respecto a las fuentes naturales de cadmio, se debe tener en cuenta que
es un elemento escaso en la corteza terrestre. Las menas de cadmio son dificiles de
encontrar y suelen estar en pequefias cantidades. Suele sustituir al zinc en sus
minerales debido a su parecido quimico, generalmente como sulfuros. Diversos
estudios han puesto de manifiesto que, en concreto en la Antértida, diversos factores
naturales podrian favorecer un enriquecimiento natural de cadmio en las cadenas
tréficas de determinadas localizaciones, como el vulcanismo local, la surgencia de
aguas profundas ricas en cadmio o fendbmenos de bloom de algas (Bargagli et al.,
1996; Bustamante et al., 2003; Deheyn et al., 2005; Sanchez-Hernandez, 2000).

Las fuentes antropogénicas que producen una mayor liberacién de cadmio son
las combustiones de aceites y carbones, asi como las plantas incineradoras. Otras
fuentes importantes de emisién relacionadas con los usos especificos que se hacen
del cadmio son los fertilizantes obtenidos a partir de sedimentos o rocas ricas en
cadmio, baterias y pilas eléctricas, revestimientos electroliticos y pigmentos (ATSDR,
2008a; Lopez-Artiguez y Repetto, 1995; Moreno-Graw, 2003). Se ha estimado que las
fuentes antropogénicas de cadmio emiten a la atmdsfera entre 3 y 10 veces mas

cantidad de este metal que las fuentes naturales (Waisberg et al., 2003).

El cadmio puede absorberse por via respiratoria y digestiva. Por via respiratoria
va a depender de la solubilidad y tamafio de las particulas (LOpez-Artiguez y Repetto,
1995). Por ejemplo, tras la inhalacién de particulas de 6xido o sulfuro de cadmio,
ambas insolubles en agua, las primeras son solubilizadas en el pulmdén, mientras que
las segundas son eliminadas por los macréfagos alveolares (Oberdérster, 1988). Los
nitratos y cloruros tienen una mayor solubilidad (Moreno-Graw, 2003). Por via oral
también va a influir la solubilidad de los compuestos (Lépez-Artiguez y Repetto, 1995).
La absorcion del cadmio tras la ingesta varia entre 1 y 7%, si bien dietas pobres en
calcio, hierro y proteinas aumentan la absorcién de cadmio (Klasing, 2005; Lopez-
Artiguez y Repetto, 1995). Tras la absorcion, el cadmio es distribuido a través de la
sangre unido a los eritrocitos, y se fija a la hemoglobina y la metalotioneina. La
metalotioneina ejerce una accion protectora frente a la toxicidad del cadmio, el cual
induce su produccién. Al formarse el complejo cadmio-metalotioneina disminuye la
toxicidad del metal. El zinc disminuye la absorcién del cadmio, probablemente porque
estimula la produccién de metalotioneina. El cadmio es distribuido al higado y
posteriormente a otros 6rganos, entre los que destaca la acumulacién en el rifién (30-
60% de la carga corporal), donde tiene una vida media muy larga. Ha sido probado

que el cadmio es toxico para las células tubulares y los glomérulos perjudicando de
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forma notable la funcién renal. Patol6gicamente, las lesiones consisten en necrosis
inicial de las células tubulares y su degeneracion, progresando en inflamacién
intersticial y fibrosis (Klaassen, 2008). La eliminacion del cadmio ocurre principalmente
por via urinaria (L6épez-Artiguez y Repetto, 1995; Vera-Sempere).

El cadmio es toxico para un gran nimero de 6rganos Y tejidos. Sin embargo, el
principal 6rgano diana de la toxicidad del cadmio es el rifién (ATSDR, 2008a).

Una de las principales entradas del cadmio a la célula est4d dada por los
canales de calcio, teniendo en cuenta que el Cd* y el calcio tienen un radio i6nico
similar, el metal puede introducirse libremente por esta via a las células (Klaassen,
2008; Méndez-Armenta y Rios, 2007; Flora, Mittal y Mehta, 2008; Nava-Ruiz y
Méndez-Armenta, 2011). La alteracion en la homeostasis del calcio intracelular lleva a
la célula a una liberacion del calcio mitocondrial y reticulo endoplasmico; produciendo
alteraciones en el metabolismo, interfiriendo con vias de sefalizacién dependientes de
calcio, con sefiales de transduccion entre las células, dafo a las membranas, bloqueo
de canales dependientes de voltaje, regulacién génica y bloqueo de la liberacion de
neurotransmisores (Méndez-Armenta y Rios, 2007; Viarengo y Nicotera, 1991,
Gutiérrez-Reyes, Albores y Rios, 1998). Uno de los mecanismos de toxicidad mas
reportado por el cadmio es el incremento de lipoperoxidacion (LPO) y generacion de
radicales libres en cerebro y otros 6rganos (Manca, Ricard, Trotter y Chevalier, 1991);
estudios in vitro e in vivo han demostrado que es capaz de incrementar la LPO por
medio del aumento de radicales libres, ademéas del radical superéxido, el radical
hidroxilo y radicales del éxido nitrico que también pueden ser generados en diversos

organos y sistemas (Flora, Mittal y Mehta, 2008).

Los efectos ocasionados por una exposicibn aguda al cadmio son efectos
locales: irritacion en el tracto gastrointestinal, nauseas, vOmitos, diarrea, dolor
abdominal y sensacién de ahogo. La inhalacion de humos que contengan cadmio
producen asi mismo efectos locales de irritacion a nivel pulmonar, pudiendo incluso
ocasionar la muerte. La exposicion crénica a cadmio por cualquier ruta da lugar a
efectos adversos en el corazén, pulmones, huesos, gonadas y especialmente, en los
riiones. A largo plazo, los principales efectos de la exposicion a bajos niveles de
cadmio se manifiestan en enfermedades obstructivas pulmonares crénicas, enfisema,
degeneracién de los tubulos renales y pérdida de funcionalidad de los rifiones,
hipertension y alteraciones Oseas. Estas Ultimas estan ocasionadas por la inhibicion de

la vitamina D que provoca el cadmio, que a su vez provoca un descenso en la

24



REVISION BIBLIOGRAFICA

absorcion de calcio y en la mineralizacion 6sea (Lopez-Artiguez y Repetto, 1995). Esta
fue la causa de uno de los casos mas llamativos de intoxicacién crénica por cadmio,
gue se produjo en Japon a mediados del siglo pasado, la denominada enfermedad
“itai-itai” (Moreno-Graw, 2003). ElI cadmio es también un potente carcinégeno
(Waisberg et al., 2003).

[1.2.2. PLOMO

El plomo (Pb), con nimero CAS 7439-92-1, es el metal pesado (Repetto y
Sanz, 2008) que, segun la Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de
Enfermedades de Estados Unidos (Agency for Toxic substances and Disease
Registry), mayor incidencia tiene sobre la salud. Es de color gris, blando, ductil y
maleable, y ha sido usado desde tiempos prehistoricos.

El plomo es el toxico mas ubicuo y es detectable en practicamente todas las
fases del ambiente. Sin embargo, es un elemento no esencial que puede acumularse y
alcanzar altas concentraciones en una gran variedad de organismos como moluscos,
crustaceos, peces, aves, mamiferos y plantas. Se han medido valores elevados del
factor de bioconcentracion en diversos organismos acuaticos (Moreno-Graw, 2003).

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del plomo se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades del plomo

NUmero atémico 82
Peso molecular (g/mol) 207,19
Densidad (g/ml) 11,40
Punto de ebullicion (°C) 1725
Punto de fusidn (°C) 32,40

La principal fuente natural de plomo es la propia corteza terrestre donde, sin
embargo, no es normal encontrarlo como metal. Es mas comun encontrarlo combinado
con dos o mas elementos para formar compuestos plomados. Las fuentes
antropogénicas estan directamente relacionadas con los usos que se realizan o se han
realizado en el pasado del plomo. Durante afios, la principal fuente de emision de
plomo a la atmésfera fue la combustion de gasolinas plomadas (compuestos organicos
de plomo, como tetraetilo y tetrametilo de plomo), provocando diversidad de
intoxicaciones sub-agudas en todo el mundo (Repetto y Sanz, 2008). Desde su

prohibicion como aditivo en las gasolinas, su emision ha disminuido en los paises
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desarrollados, aunque esta tendencia no ha sido observada en la mayoria de paises
en desarrollo (Yu, 2001). Otra importante fuente de exposicion fue durante afios el uso
de plomo en tuberias y tanques de agua, aunque en la actualidad se tiende a
sustituirlo. Sin embargo, y debido a su persistencia, el plomo que se emitié por estos
usos y se encuentra en los suelos, polvo o sistemas acudticos, continda siendo una
importante fuente de exposicion en la actualidad (Ahamed y Siddiqui, 2007). Ademas
de como aditivo en las gasolinas y en las tuberias, el plomo también se emplea en
baterias para automdéviles, revestimiento de cables, cisternas, proteccién de materiales
expuestos a la intemperie, materiales de construccién, fabricacibn de municiones,
pigmentos para pinturas y barnices, fabricacion de cristales, esmaltado de ceramica,
soldadura de latas o antisépticos. Diversos procesos industriales también son
potenciales fuentes de emision de plomo, como la fundicién, refinamiento,
incineracion, produccién de energia, etc. (Yu, 2001). Todas estas emisiones de origen
humano, que aumentaron fundamentalmente a partir de la Revolucién Industrial, han
provocado un aumento de la contaminacién por plomo en diversos ecosistemas,

incluyendo las remotas regiones polares (Sun y Xie, 2001; Yu, 2001).

El plomo es absorbido por los organismos por inhalacién, ingestion y a través
de la piel. Por via respiratoria la absorcion dependera fundamentalmente del tamafio
de las particulas y de la solubilidad del compuesto inhalado. Del mismo modo, la
absorcion por via oral estara influenciada por la forma quimica del compuesto de
plomo. Algunas sales, como el cloruro de Pb®* o el sulfato, son extraordinariamente
insolubles tanto en agua como en lipidos, por lo que presentan escaso riesgo toxico.
Sin embargo, otros compuestos, tanto inorganicos (nitratos) como organicos (acetatos)
resultan muy toxicos. Dietas pobres en calcio, hierro o proteinas pueden aumentar la
absorcion de plomo. Por via dérmica puede absorberse principalmente plomo en
formas organicas (Moreno-Graw, 2003; Repetto y Sanz, 2008; Valdivia-Infantas,
2005). Los iones de plomo se transportan en la sangre dentro de los hematies, unidos
a los grupos aniénicos de la hemoglobina y de las proteinas del estroma. Luego se
distribuyen a los tejidos blandos como higado, rifidn, médula ésea y SNC, que son los
organos diana de toxicidad. Posteriormente el plomo alcanza los huesos donde se
almacena durante afos, aunque no permanece irreversiblemente secuestrado.
También presenta afinidad por otras formaciones calcicas, como cabello, plumas o
ufias (Lucky y Venugopal, 1977; O'Flaherty, 1998). A este modelo de distribucién se le
denomina modelo tri-compartimental del plomo. El plomo es capaz de atravesar las

barreras fetoplacentaria y hematoencefalica (Ellenhorn y Barceloux, 1988; Repetto,
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1995). La eliminacién del plomo absorbido por el organismo se hace principalmente a

través de la orina (Ellenhorn y Barceloux, 1988).

Los mecanismos de toxicidad de este elemento son dos. Por un lado, la
sustitucion de metales esenciales, como calcio, hierro, zinc o cobre. Por ejemplo, en el
caso del calcio, por poseer un radio atbmico similar, penetra por los canales de este
elemento en las membranas celulares, principalmente del sistema nervioso, originando
distintos sindromes como la encefalopatia (patolégicamente se observa una pérdida
de neuronas y un aumento de células gliales) (Goyer, 1990; Bellinger, 2005; ATSDR,
2005; Laraque y Trasande, 2005). También desplaza al calcio en las mitocondrias,
produciendo déficit de ATP. Por otro lado, provoca la inhibicibon de numerosas
enzimas, lo que da lugar a distintos trastornos segun la enzima y su localizacion. Por
ejemplo, por la inhibicion de ATPasa, acetilcolinesterasa, adenilciclasa, etc., disminuye
la conductividad del impulso nervioso; o la inhibicién de las enzimas implicadas en la
sintesis del grupo hemo, que conduce a la acumulacion de metabolitos intermedios
téxicos (Repetto y Sanz, 2008; Yu, 2001).

A nivel celular, el plomo ejerce sus efectos a través de su unién con grupos
sulfhidrilos de proteinas, por competicion con el calcio, inhibicion de enzimas
asociadas a membranas y alteracion en el metabolismo de la vitamina D; el plomo
altera el funcionamiento de la calmodulina, una proteina importante para la regulaciéon
intracelular del calcio (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011). El plomo se almacena
principalmente en la mitocondria produciendo dafios en su metabolismo energético,
induciendo la produccion de radicales libres, inhibiendo la captura del calcio
mitocondrial a la vez que favorece su liberacion (Garza, Chavez, Vega y Soto, 2005).
Este hecho provoca una apertura del poro mitocondrial con subsecuente liberacién del
citocromo c¢ y posible activacion de caspasas 9 y 3 favoreciendo la presencia de

apoptosis (Flora et al., 2008).

Los efectos producidos por una exposicion aguda a plomo son vomitos,
anorexia, debilidad, incoordinacién, convulsiones y estupor, pudiendo provocar coma 'y
muerte. La exposicion cronica provoca efectos neurotoxicos y alteracion en diversos
organos. Puede provocar anemia microcitica hipocromica, neuropatia, hipertension,
alteraciones hepaticas o aumentar la predisposicion a infecciones, entre otros (Soria et
al., 1995).
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A nivel renal, la nefropatia producida por plomo es uno de los efectos mas
antiguos conocidos (Oliver, 1914). La nefrotoxicidad aguda del plomo se concentra en
cambios funcionales y morfolégicos en las células del tabulo proximal (Goyer y Rhyne,
1973). Los cambios funcionales se creen que estan relacionados con la respiracion
mitocondrial y la fosforilacion. En modelos experimentales y biopsias procedentes de
nifios con toxicidad producida por plomo, se observan cambios ultraestructurales en
las mitocondrias consistentes en hinchazén y crestas mitocondriales distorsionadas
(Klaassen, 2008). Un cambio microscépico caracteristico es la presencia de cuerpos
de inclusién intranucleares. Al microscopio Optico se observan cuerpos densos,
homogéneos y eosindfilos. Los cuerpos estan formados por un compuesto plomo-
proteina (Goyer et al., 1970). Se trata de una proteina acida que contiene gran
cantidad de acido aspartico y glutdmico y poca cantidad de cisteina. Los cuerpos de
inclusiébn son una forma de acumular grandes cantidades de plomo en un estado
relativamente inerte, no téxico. Los ratones que no tienen metalotioneina no pueden
formar cuerpos de inclusion después de la exposicion a plomo y son hipersensibles a
sufrir nefropatias y carcinogénesis, lo que sugiere que la formacién de los cuerpos de
inclusién requieren como participante a la melationeina (Qu et al., 2002; Waalkes et
al., 2004c). De hecho, la melationeina se encuentra en la superficie externa de los
cuerpos de inclusion. Egle y Shelton demostraron que la proteina nuclear denominada
p32/6.3 es el componente proteico mas abundante en los cuerpos de inclusion. El
plomo podria formarlos en el citoplasma de las células renales que crecen en cultivo y

posteriormente migrar hacia el ndcleo (McLachlin et al., 1980).

En cuanto a la carcinogénesis inducida por el plomo se han propuesto varios
mecanismos como la reparacion regenerativa, la inhibicion de la sintesis de ADN o su
reparacion, la generacion de especies reactivas de oxigeno con dafio oxidativo de
ADN, la sustitucion del plomo por el zinc en reguladores transcripcionales, la
interaccion con proteinas de unién al ADN y expresion de genes aberrantes (Silbergeld
et al., 2000; Qu et al., 2002; Silbergeld, 2003).

[1.2.3. CROMO
El cromo (Cr), con numero CAS 7440-47-3, es un metal ligero de transicion
(Repetto y Sanz, 2008) de aspecto gris acerado y brillante. Se atribuye su

descubrimiento a Johann Gottlob Lehmann en los Urales en el afio 1761, quien crey6

haber encontrado una nueva forma de plomo.
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El cromo trivalente (Cr¥, se presenta en forma de sales) es un elemento
esencial, que participa en la homeostasis de la glucosa como factor de tolerancia. Por
el contrario, el cromo hexavalente (Cr®, se presenta en forma de dicromatos) es la
forma de cromo mas toxica a nivel ambiental. Esta forma de cromo es emitida por
diversas fuentes antropogénicas, y posee un gran potencial de oxidacién, penetrando
con facilidad en las membranas biolégicas (Eisler, 1986; Repetto y Sanz, 2008; Soria
et al., 1995). Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del cromo se detallan en la
tabla 3.

Tabla 3. Propiedades del cromo

NUumero atomico 24
Peso atomico 56,996
Densidad (g/ml) 7,19
Punto de ebullicion (°C) 2665
Punto de fusién (°C) 1875

El cromo puede ser emitido al ambiente por fuentes naturales, como la erosion
de rocas y suelos que lo contienen o las erupciones volcanicas. Las incorporaciones
naturales a los ambientes acuaticos ocurren fundamentalmente por deposicién

atmosférica y por aportes de la escorrentia (Kotas y Stasicka, 2000).

Desde el punto de vista de las fuentes y usos antropogénicos, el cromo se
emplea en la fabricacion de pigmentos de cromo, en el curtido del cuero, en la
coloracién mordiente y conservantes de madera, como anticorrosivo en sistemas de
cocina, calderas y lodos de perforacién en la industria petrolera, en los fertilizantes, en
la industria del acero inoxidable, refinerias, procesamiento de sustancias quimicas,
galvanoplastia, metalurgia o cementeras; el uso de combustibles fésiles y la
incineracion de residuos también son fuentes de emision de cromo (Kotas y Stasicka,
2000). Las emisiones se producen a la atmésfera, suelos y sistemas acuaticos (Elsier,
1986; Kimbrough et al., 1999).

Muchas de las fuentes antropogénicas incorporan al ambiente cromo
hexavalente, méas toxico que la forma trivalente. Por ejemplo, la industria metallrgica,
galvanoplastia o aplicacion de pigmentos. Otras industrias, como la textil o la del
cuero, si bien vierten en mayor medida cromo trivalente, éste reacciona en los vertidos

aumentando la concentracion de la forma hexavalente (Kotas y Stasicka, 2000).
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La entrada de cromo al organismo puede ocurrir por via respiratoria, oral o
dérmica. La absorcidn por via respiratoria aumenta al disminuir el tamafio de particula.
El Cr*®, debido a su mayor capacidad de penetracion en las membranas, se absorbe
mas facil y rapidamente a nivel pulmonar con respecto al Cr*. Esto mismo ocurre por
via oral. La absorcién gastrointestinal se ha estimado por debajo del 10% del cromo
ingerido. El cromo también puede ser absorbido por via dérmica. Dentro del organismo
de nuevo el Cr® se distribuye con mayor facilidad. En general, la mayor acumulacion
se va a producir en higado, rifién y hueso, éste Ultimo a largo plazo. La eliminacién se

produce fundamentalmente a nivel renal y biliar (ATSDR, 2008b; Soria et al., 1995).

La permeabilidad que presentan las membranas biolégicas frente al cromo
hexavalente esta muy relacionada con su mecanismo de accién téxica. El cromo
hexavalente entra en las células facilmente, donde se reduce a cromo trivalente, que a
su vez se oxida a cromo divalente. Este Ultimo reacciona con numMerosos
macromoléculas intracelulares (Klaassen, 2008) y posee incluso mayor toxicidad que
los compuestos de cromo hexavalente que, sin embargo, son carcindgenos. Ademas,
en la reduccién de Cr® a Cr*, se pasa por la formas de Cr** y Cr**, que también son
reactivas y originan especies reactivas de oxigeno, muy activas en las moléculas
biolégicas (Repetto y Sanz, 2008; Soria et al.,, 1995). Al dafio producido en los
componentes celulares y la generacion de radicales libres, hay que afiadir la formacion
de aductos de ADN (Zhitkovich, 2005), la inhibicion de la sintesis de proteinas y la
detencion de la replicacién del ADN (Klaassen, 2008). El cromo hexavalente también
puede causar perturbaciones de la via de sefializacion del p53, la detencion del ciclo
celular, apoptosis, la interferencia en la reparacién tras dafio en el ADN, y la

transformacién neoplasica (O'Brien et al., 2003; Costa y Klein, 2006).

Los efectos producidos a nivel local son ulceraciones, dermatitis irritativa y
alérgica, y neumoconiosis. A nivel cronico la exposicion produce necrosis en los
tibulos renales y en el higado, ulceraciones, gastritis, trombocitopenia, shock
cardiovascular y cancer en el caso de cromo hexavalente (Repetto y Sanz, 2008; Soria
et al., 1995).
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[1.2.4. SELENIO

El selenio (Se), con nimero CAS 7782-49-2, es un semi-metal (Repetto y Sanz,
2008) cuya apariencia varia desde gris metdlico hasta rojo cristalino. Fue descubierto

por Berzelius y Gahn en Suiza en 1817.

El selenio es un elemento esencial que forma parte de distintos sistemas
enzimaticos y proteinas, aunque la exposicion a niveles elevados resulta toxica
(Burau, 1985; Vance et al., 1998). Su esencialidad fue descubierta en 1975, cuando se
establecié el papel del selenio en la enzima glutation peroxidasa, responsable de la
eliminacion de perdxidos en el organismo, que impide la formacion de radicales libres
y los consecuentes dafios tisulares (Burau, 1985; Moreno-Graw, 2003). También se ha
sefialado que el selenio a bajos niveles actla como agente protector frente a la
toxicidad de metales como cadmio, mercurio o cobre (Magos y Webb, 1980; Metcheva
et al., 2006; Norheim, 1987; Underwood et al., 1977). Sin embrago, el rango entre los
niveles optimos y los niveles téxicos del selenio es relativamente estrecho (Hall, 2007;
Klaassen, 2008).

El selenio est4 sometido a fendmenos de bioconcentracion y biomagnificacion
en los seres vivos, al ser transformado por plantas terrestres y acuaticas en formas
organicas de selenio. Dichas formas, como selenocistina, selenocisteina, o
selenometionina, tienen una mayor vida media y se incorporan mas eficientemente a
los tejidos de los distintos organismos, pudiendo ocasionar episodios de toxicidad en
los niveles altos de las cadenas troficas (Burau, 1985; Moreno-Graw, 2003; Vance et
al., 1998).

Las principales vias de exposicion son por tanto la dieta y el agua. La
inhalacién puede ser una via de exposicion, pero a nivel ambiental es minoritaria. En
concreto las aves estan principalmente expuestas a selenio en forma de L-
selenometionina a través de la dieta, si bien las aves acuaticas por su consumo de
peces y crustaceos pueden también incorporar ciertas cantidades de L-selenocisteina
(Spallholz y Hoffman, 2002).
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Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del selenio se muestran en la
tabla 4.

Tabla 4. Propiedades del selenio

NUmero atémico 34
Peso molecular (g/mol) 78,96
Densidad (g/ml) 4,79
Punto de ebullicion (°C) 685
Punto de fusién (°C) 221

Con respecto a las fuentes naturales de selenio, la erosion de rocas y suelos
puede ocasionar ligeros aumentos de los niveles de selenio en agua o aire, o0 la
incorporacién de éste a las plantas. Se sospecha que las erupciones volcanicas
pueden contribuir a un aumento de los niveles en el aire y suelos de las é&reas
adyacentes. Con respecto a las fuentes antropogénicas, al estar presente en la
mayoria de menas de sulfuro, es generalmente un subproducto del tostado de la pirita
de cobre. El selenio también se acumula en el sedimento de los fondos de los tanques
electroliticos del refino hidro-metallrgico del cobre. También se incorpora al aire como
consecuencia de la combustion de carbdon o petréleo. El anhidrido de selenio es
liberado durante la calefaccion de cobre, plomo y minerales de zinc (Burau, 1985;
Moreno-Graw, 2003).

El principal uso que el hombre hace del selenio es en la industria electrénica,
como componente de células fotovoltaicas, células solares y fotocopiadoras. En forma
de selenito y seleniato de cadmio se utiliza como pigmento de intenso color rojo, en la
fabricacion de cristal en color bronce (absorbe la radiacién solar), pinturas y esmaltes.
Los compuestos de selenio se emplean asi mismo en la produccion de aditivos

alimentarios y champus anticaspa (Moreno-Graw, 2003).

La forma quimica de selenio afecta enormemente a la absorcion de éste. El
selenio y la mayoria de sus compuestos son insolubles y précticamente no son
absorbidos oralmente, mientras que los compuestos solubles de selenio, como el
selenato y el selenito de sodio, son absorbidos con mayor facilidad (Hall, 2007). La
forma quimica también influye en la distribucion del selenio, cuya concentracion en
sangre va a depender de la cantidad ingerida. Niveles en sangre de 200-240 mg/ml
son compatibles con un control homeostético. El selenio generalmente es utilizado
para la sintesis de selenoproteinas, que se incorporan a los tejidos o son eliminadas.

El mayor contenido de selenio en el organismo se concentra normalmente en rifion e
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higado, y en menor cantidad en otros organos y tejidos como corazén, pulmén o
musculo. El selenio se transfiere eficientemente a través de la barrera fetoplacentaria
durante la gestacion (Hall, 2007). El selenio se elimina principalmente por via urinaria
(Klaassen, 2008; Whanger, 2002).

Se han descrito tres mecanismos principales de accion toxica para el selenio:
por un lado la formacion del radical CH;Se™, el cual o bien forma iones superéxido y
provoca estrés oxidativo, o bien forma radicales libres que inhiben importantes
enzimas y proteinas. Por otro lado, el exceso de selenocisteina inhibe el metabolismo
de metilacién del selenio, aumentando la concentracién de metabolitos intermedios
con efectos hepatotdxicos. Por ultimo, también es posible que el exceso de selenio
juegue un papel teratégeno en aves, a través de su interaccion con la actividad de
enzimas con grupos sulfhidrilo y proteinas estructurales (Spallholz y Hoffman, 2002).

Los efectos producidos por una exposicion aguda a selenio afectaran en primer
lugar a nivel pulmonar (congestion, disneas), tanto por via oral como respiratoria,
seguidos de efectos a nivel cardiovascular (hemorragias, edemas), hepatico y renal.
También puede afectar al SNC. Los sintomas por intoxicacion cronica de selenio son
la pérdida de vitalidad, decoloracion en la piel, erupciones cutaneas y lesiones. Los
6rganos diana son el tracto respiratorio, higado, rifones, sangre, piel y ojos (Soria et
al., 1995; Spallholz y Hoffman, 2002). Por ultimo, el selenio puede producir pérdida de
fertilidad y defectos congénitos y se considera embriotoxico y teratogénico en animales
(WHO, 2011).

Por otro lado, el selenio previene los efectos téxicos del cadmio y puede

reducir los efectos téxicos del metilmercurio.
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1.3. METODOS ALTERNATIVOS

Los métodos alternativos son métodos que sin utilizar directamente animales,
proporcionan una informacion semejante o complementaria a la obtenida con el animal
de experimentacion completo, suponiendo una disminucién del niumero de animales o

el empleo de procedimientos menos dolorosos.

La Directiva 2010/63/UE (deroga a la Directiva 86/609/CEE) establece como
principio general la promocién e implementacién del «principio de las tres erres», es
decir el reemplazo, la reduccién y el refinamiento de los procedimientos, fomentando el
uso de métodos alternativos a la experimentacion con animales vivos. En nuestro pais,
esta directiva entra en vigor a partir del Real Decreto 53/2013 (deroga el RD
1201/2005), por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion
de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la

docencia.

El libro de Rusell y Burch (1959) The Principies of Human Experimental
Technique, fue el inicio de la busqueda de nuevos métodos que permitieran un menor
uso de animales de experimentacion en la investigacion basica y aplicada (Pérez, Diez
y Garcia, 1999).

Rusell y Burch establecieron el principio de las 3Rs: refinamiento de los
procedimientos, de modo que disminuye el dolor o malestar de los animales, o bien
aumenta su bienestar; reduccién en el nimero de animales necesario o facilitar el
reemplazo del uso de animales por sistemas que no requieren seres vivos, 0 bien

emplear otras especies animales que sean inferiores en la escala filogenética animal.

Por lo tanto, el concepto de alternativas incluye todos los métodos o técnicas
que pudieran: sustituir a los experimentos realizados con animales vertebrados como
por ejemplo el uso de cultivo de tejidos, reducir el nimero de animales empleados en
cada ensayo por medio del uso de estudios estadisticos, o mejorar los procedimientos
ya existentes con el fin de aumentar el bienestar animal, disminuyendo el estrés y
evitando el sufrimiento de los animales mediante el empleo de anestésicos. Como
literalmente expresaron los autores del principio de las 3Rs: Los mas importantes
experimentos cientificos han sido siempre los mas humanos y los mas atractivos
estéticamente, transmitiendo ese sentido de belleza y elegancia que es la esencia de

la ciencia en su més alto concepto (Rusell y Burch, 1957).
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Aunque el RD 53/2013 establece que se utilizardn siempre que sea posible, en
lugar de un procedimiento, métodos o estrategias de ensayo cientificamente
satisfactorios que no conlleven la utilizacibon de animales vivos, los métodos
alternativos presentan ciertas limitaciones que no les permiten aportar un nivel igual o
superior al uso de animales de experimentacién, pero si pueden ser métodos que nos

permitan adquirir una informacién complementaria.

Tabla 5. Ventajas y limitaciones de los métodos alternativos (Zufiiga, Orellana y Tur,
2008)

Ventajas

Limitaciones

Las sustancias bioactivas  actlan
directamente sobre las dianas bioldgicas.
Por tanto, apuntan informacién desde el
punto de vista molecular

Se evita la interferencia de la respuesta
total del organismo

Se obtienen resultados en tiempos muy
cortos

Precisan una cantidad muy reducida del
producto en estudio: ahorro del mismo

No se manifiesta la respuesta total del
organismo

Se observa la bioaccion solamente sobre
el material empleado

No se observan los efectos secundarios
El metabolismo del producto puede ser
diferente a cuando se administra al
organismo completo

No sustituyen del todo a las pruebas in

vivo

*= Requieren menor espacio y estructura de
laboratorio

= Drastica reduccion de infraestructura y
gasto de instalaciones de animales

=  Se puede usar material biol6gico humano,
lo que supone una ventaja sin
precedentes

= Permite automatizar la investigacion:
robética

= Sustituyen una cantidad ingente de

animales (Repetto, 1999)

Posteriormente, como hemos indicado anteriormente, se afiadio el concepto de
métodos complementarios para referirse a aquellos procedimientos que aportan una
informacion adicional en cualquier disciplina biomédica sin utilizar animales, pero no

sustituyen a técnicas o modelos animales ya existentes.

El concepto de las 3Rs se ha aplicado en leyes, politicas y directrices de
ambito mundial y ha sido el punto focal de varios centros gubernamentales y

universitarios (Zufiga et al, 2008). En 1967 se credé en USA, The United Action for
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Animals (UAA), para promover las alternativas y fundamentalmente, la sustitucién de
los métodos in vivo, y en 1969, se establecio en Inglaterra el Fund for the Replacement
of Animals in Medical Experiments (FRAME).

En 1986, mediante la Directiva 86/609/CEE (derogada por la actual Directiva
2010/63/UE), la Unién Europea instd a sus estados miembros para que promocionaran
la legislacién en torno a las 3Rs, de forma que los experimentos debian utilizar el
namero minimo de animales y causar el minimo dafio, sufrimiento, estrés o dafios
permanentes; no debiendo realizar un experimento si existe otro cientificamente
satisfactorio para obtener el resultado deseado. Posteriormente, se cred el Centro
Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM). En nuestro pais, la
publicaciéon del Real Decreto 53/2013, ha establecido la obligacién del registro y
aprobacién de todos los procedimientos que conlleven el uso de animales y demanda

de manera explicita el cumplimiento y la promocién del principio de las 3Rs.

Un método se considera una alternativa al animal cuando esta validado, es
decir, un proceso que demuestra la aplicabilidad y fiabilidad de un método desarrollado
para alcanzar un objetivo concreto (Hartung et al., 2004).

En la actualidad, una de las entidades que debemos sefialar en nuestro pais es
la Red Espafiola de Métodos Alternativos a la Experimentacion Animal (REMA), un
foro de discusién para lograr un menor y mas racional uso de los animales de
experimentacion, fomentando el desarrollo, validacion y utilizacion de los métodos in
vitro, con el fin de conseguir una mejor y eficaz aplicacion de los principios de

reduccion, refinamiento y reemplazo del uso de animales en la experimentacion.

También podemos destacar GTEMA/AETOX un grupo de trabajo de la
Asociacién Espafola de Toxicologia especializado en métodos alternativos, cuyo
objetivo es fomentar la cooperacién y la coordinacién de las actividades cientificas
para contribuir al desarrollo de nuevos métodos experimentales, tanto in vivo como in

vitro, que conduzcan al principio de las 3R’s.
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11.3.1. CLASIFICACION DE LOS METODOS ALTERNATIVOS

Desde el punto de vista practico los métodos alternativos se pueden clasificar

en diferentes apartados:

Tabla 6. Clasificacion de los métodos experimentales alternativos
(Repetto, del Peso, Salguero y Repetto, 1999)

METODOS EXPERIMENTALES ALTERNATIVOS

1. Evitar la repeticidn innecesaria de experimentos in vivo e in vitro:

- Protocolo y estudios previos: Disponibilidad de la informacién, creacién de bases de datos,
homologacion de ensayos y aceptacion internacional de ensayos

2. Modelos computarizados de Prediccion: in silico
- Farmaco-toxicocinética (PB-PK)
- Cinética ambiental de compuestos quimicos

- Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR)

3. Mejoras en el disefio de estudios con animales:
- Reduccién: niumero de animales usados

- Refinamiento: minimizacion del dolor y angustia; nuevos modelos

4. Uso de organismos inferiores no protegidos:

- Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados

5. Vertebrados en etapas iniciales de desarrollo:

- Huevos de peces, anfibios, reptiles y aves

6. Métodos in vitro:

- Organos: bafios, perfusion, cultivo, cortes y érganos reconstituidos.
- Explantes, reagregados celulares, micromasas y cocultivos

- Cultivo primario de células dispersadas

- Lineas celulares/ transgénesis/ células madre

- Sistemas libres de células (proteinas, acidos nucleicos,...)

7. Estrategias integradas:

- Integracion de métodos in silico, in vitro e in vivo. Flexibilidad en el proceso de toma de decisiones.

Juicio experto
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8. Otros:
- Estudios en humanos: voluntarios, epidemiolégicos y vigilancia

- Modelos en la ensefianza y formacion: modelos mecénicos, sistemas audiovisuales y simulacién por

ordenador y de realidad virtual.

Dentro del amplio abanico de procedimientos alternativos posibles se

encuentran las técnicas in vitro.

11.3.2. TECNICAS IN VITRO

Histéricamente, las células han sido los primeros sistemas experimentales in
vitro utilizados para realizar la evaluacién precoz de nuevos compuestos. La razén
principal reside en la hipétesis de que cualquier fenémeno, o respuesta téxica en un
6rgano o tejido, se debe a la suma de todos los efectos individuales producidos en
cada una de las células. Inherente a esto, se encuentran los aspectos practicos que
representan el hecho de necesitar cantidades muy reducidas de producto, su rapidez

de realizacion, y su coste relativamente ajustado (Zufiiga et al., 2008).

[1.3.3. CULTIVOS CELULARES

Desde principios del siglo XX las técnicas de cultivos celulares han aportado un
poderoso método analitico para el estudio de los fenémenos celulares. El hecho de
conseguir que las células de un organismo vivo, sobrevivan y se multipliquen fuera de
ese organismo, representa la posibilidad de conocimiento y, por tanto, de control, de

los requerimientos y mecanismos que funcionan en el ser vivo.

Los ensayos con células de mamiferos han desempefiado un importante papel
para identificar y caracterizar los potenciales efectos bioldégicos de los agentes
guimicos y fisicos que rodean al hombre, tanto farmacol6gicos como toxicos. Los
métodos que emplean lineas inmortalizadas son los mas generalizados en la
actualidad al contar con condiciones de cultivo claramente descritas, conocer sus
propiedades proliferativas e inclusive en algunos casos conocer los mecanismos que

permitieron su transformacion.
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[1.3.3.1. Historia

La historia de los cultivos celulares comenzé hace mas de 100 afios, cuando
Rechlinhausen en 1866, mantuvo vivas células sanguineas de anfibio, pero fue la
utilizacion de bloques de agar con plasma coagulado (soporte y alimento) el inicio del
cultivo de células in vitro (Freshney, 2010). El desarrollo de cultivos celulares de
vertebrados comenz6 en 1885 cuando Wilhelm Roux cultivd células de embrién de
pollo en solucion salina durante algunos dias, demostrando que las células

embrionarias pueden sobrevivir fuera del cuerpo del animal de origen.

A principios del siglo XX, el interés por desarrollar los cultivos celulares fue
promovido por la necesidad de entender los eventos fisiologicos normales.
Adicionalmente, se vio la necesidad de utilizar técnicas de cultivo celular para estudiar
el comportamiento de las células animales libres de la influencia sistémica, tanto en

condiciones normales como en condiciones de estrés.

El zodlogo estadounidense R.G. Harrison es considerado el iniciador de los
cultivos de tejidos animales. Este investigador fue el primero (1907) que empled
técnicas in vitro para el estudio de fendmenos in vivo, realizando cultivos de médula
espinal embrionaria de anfibios; de esta manera pudo observar el crecimiento de los
axones de los neuroblastos, y establecié que el axdn se formaba por extension a partir
del cuerpo neuronal y no por fusion de una cadena de células, como se creia hasta

entonces.

La importancia de los cultivos celulares, especialmente a gran escala, se volvié
evidente con la necesidad de vacunas virales en los afios 40. Cuando en 1949 se
demostré que el virus de la polio podia ser cultivado en células humanas, no
neuronales, comenzé un gran interés por desarrollar vacunas en este tipo de cultivos.
La vacuna contra la polio, producida a partir de virus inactivado, se convirtié en el
primer producto comercial originado en cultivos de células. Esta vacuna se obtuvo,
gracias a los trabajos de John Fenders, Thomas H. Weller y Frederick C. Robins,
quienes recibieron el premio nobel (1954), por su trabajo de crecimiento de virus en

cultivos celulares.

Una serie de innovaciones como el desarrollo de medios de cultivo (Eagle,
1955), el uso de antibioticos, las técnicas de tripsinizacion para el pasaje de células

(Moscona y Moscona, 1952) y la suplementacién del medio con suero fetal bovino,
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permitieron el desarrollo y aplicabilidad de los cultivos de células de origen

vertebrado.

En 1952, Gey et al., establecen la primera linea celular continua, las células
Hela, células extraidas a partir de un tumor de cuello del Gtero de una paciente
afroamericana. El medio empleado era extremadamente complejo y poco definido:

plasma de pollo, extracto de embrién bovino y suero de cordén umbilical humano.

En 1975, Kohler y Milstein establecen la primera linea celular productora de
anticuerpos monoclonales. El establecimiento de la tecnologia de obtencién de
anticuerpos monoclonales les valié el Premio Nobel. En la década de 1980 se
empiezan a conocer los mecanismos de la transformacion y ya en los afios noventa
empezaron a producirse medicamentos a escala industrial en biorreactores. En 1998
se produce cartilago mediante ingenieria de tejidos y en 2007 se reprograman células

adultas para convertirlas en células pluripotenciales inducidas.

11.3.3.2. Aplicaciones

Los cultivos de células animales se utilizan hoy en dia tanto para estudios
basicos como para estudios aplicados (Freshney, 2010):

- Para diagnosticar enfermedades hereditarias, detectar anomalias en el embrién
antes del nacimiento, y observacion de anormalidades en los cromosomas.

- En el estudio del comportamiento de células malignas.

- En el diagnéstico de enfermedades infecciosas (producidas por bacterias o
virus), genéticas, metabdlicas y tumorales.

- Para el ensayo de drogas.

- Para multiplicar virus y micoplasmas para la obtencién de vacunas.

- Para demostrar efectos téxicos producidos por metales, compuestos organicos,
antibiéticos, cancerigenos, colorantes, aditivos alimentarios, plaguicidas,
efectos de las radiaciones, nuevos biomateriales, etc.

- Para producir hormonas (insulina, hormona del crecimiento).

- Para obtener productos farmacéuticos y medicinales (vacunas de uso humano
y veterinario, anticuerpos y proteinas para diagndstico,...).

- Para la obtencién y propagacion de hibridos celulares (fusionar dos células

diferentes para hacer estudios cromosomicos y obtener anticuerpos).
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- En las técnicas de reproduccidén asistida (cultivo de ovocitos, cultivo de

embriones, criopreservacion de 6vulos, espermatozoides y embriones).

Son muchas las perspectivas de futuro en las aplicaciones clinicas que pueden
tener las tecnologias basadas en el cultivo y diferenciacion de células madre (Stem
Cells) como la cirugia reconstructiva, la regeneracion de tejidos y 6rganos dafados,
bancos de tejidos, terapia celular y terapia génica, bioingenieria, trasplantes

autolégicos, etc.

Actualmente, desde que se aprobd la nueva ley de reproduccion asistida (2003)
son varios los centros, como por ejemplo, el Centro de Medicina regenerativa de
Barcelona (CMRB), los que tienen la misibn de investigar con células madre
embrionarias humanas y con diferentes modelos de animales para aumentar el
conocimiento sobre los mecanismos basicos del desarrollo inicial y de la
organogénesis, y sobre la aplicacion de las lineas celulares derivadas de células
madre (medicina regenerativa) a enfermedades con pérdida celular (enfermedades

degenerativas).

[1.3.3.3. Bases de los cultivos celulares animales

Para conseguir que las células de un determinado organismo puedan sobrevivir
y multiplicarse fuera de él es necesario reproducir en el laboratorio las condiciones
fisicas, quimicas, asi como medios de defensa frente a las infecciones (Coecke et al.,
2005).

+ Necesidades nutritivas (Medios de cultivo. Suero)

En el animal, la sangre aporta los nutrientes y elimina los productos de desecho
del metabolismo celular. En el laboratorio, el aporte de nutrientes se realiza afiadiendo
medio de cultivo y la eliminacion de metabolitos mediante la renovacion periddica del

medio de cultivo.

Los nutrientes son practicamente los mismos que necesita una célula dentro de
su organismo: aminoacidos, purinas y pirimidinas, gldcidos, lipidos, vitaminas,
coenzimas, sales, etc. Estas necesidades se cubren con los medios de cultivo, los
cuales ademas de los elementos nutritivos, deben mantener las constantes fisico-

quimicas (pH y osmolaridad) (Hartung et al., 2002).
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El medio de cultivo (medios sintéticos) asegura la supervivencia de las células,
pero para que éstas se multipliguen y expresen diferentes funciones celulares,
necesitan la adicion de una cierta concentracion de suero generalmente de origen
bovino. En la actualidad existen medios definidos (Serum-free media) que no
necesitan ser suplementados con suero, ya que incorporan en sus féormulas factores

de crecimiento.

En cuanto al suero aporta factores de adherencia y extensién, hormonas y
factores estimulantes del crecimiento, proteinas transportadoras, aminoacidos,
vitaminas, lipidos, glucidos, minerales y elementos traza. Ademas tampona el medio
de cultivo, inactiva enzimas proteoliticos y aumenta la viscosidad del medio, lo que
origina un efecto protector en el trabajo de laboratorio (pipeteo, agitacion,

congelacion,...).

Existen diferentes tipos de sueros, sin embargo, el mas usado en la actualidad
debido a sus caracteristicas (pobre en anticuerpos, pobre en lipidos, rico en factores

de crecimiento, etc) es FS (FBS, Foetal Bovine Serum; FCS, Foetal Calf Serum).

+ Requerimientos fisicos de las células en cultivo (Gil-Loyzaga, 2011; Freshney,
2010).

- pH. El pH fisiolégico de cada animal varia entre 6,9-7,7. Para mantener un pH
fisioldgico in vitro se usan concentraciones de este rango en los medios de cultivo,
asi como incubadores con 5-10% de CO,. En los medios de cultivo se usan
diferentes tampones como el bicarbonato, hepes o piruvato. Por la importancia que
tiene la regulacion del pH se suelen poner en el medio de cultivo indicadores
(sustancias que cambian de color segun el valor del pH) como es el caso del rojo
fenol, que permite apreciar cualquier variacién en el pH y evitar que las células se

expongan durante largos periodos de tiempo a pH extremos.

- Concentracion osmotica. La concentracion osmotica depende de la concentracion
de iones, y es responsable del intercambio de agua y nutrientes entre la sangre y
las células. La tolerancia es mayor en las células que crecen sobre una superficie
gue en las que lo hacen en suspensién. Para evitar aumentos de la concentracion
osmotica, por pérdida de agua en los medios de cultivo se usan incubadores que

produzcan una humedad ambiental aproximada del 100%.
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- Temperatura. La temperatura a la que crecen las células animales es la del
organismo al que pertenecen, existiendo ligeras diferencias entre los distintos
tejidos. En general, cualquier aumento de la temperatura propia del tejido suele ser
letal. Por el contrario hay muchos tipos de células a las que una bajada de

temperatura no les afecta en exceso, simplemente detienen su crecimiento.

- Sustrato. La naturaleza del soporte sobre el que crecen las células es muy
importante, y viene dada por el tipo de células y el uso que se les vaya a dar. El
poliestireno tratado (rayos, quimicamente, arco eléctrico) es wusado casi
universalmente en la actualidad, aunque existen otros tipos de plasticos como PVC
o el celofan.

+ Proteccién de las células en cultivo

Las células en cultivo producen sustancias toxicas procedentes de su
metabolismo, por lo que el medio de cultivo ha de ser cambiado a menudo. En
cultivos in vitro las células no estan protegidas por el sistema inmune o por
estructuras o mecanismos fisiolégicos como ocurre en el organismo, por lo que
es necesario recurrir a condiciones rigurosas de esterilidad para evitar la
presencia en nuestro sistema de cultivo de cualquier agente extrafio, no
deseado como iones o moléculas, microorganismos u otros tipos celulares
diferentes a los que queremos cultivar (uso de antibidticos, filtros, material
estéril...) (Freshney, 2010).

En el caso de la contaminacién biol6gica existen diferentes medidas de

prevencion que se deben de llevar a cabo:

- Sistemas de trabajo correcto: empleo de agua de calidad, seguimiento de
GLP (Good Laboratory Practice) y GCCP (Guidance on Good Cell Culture
Practice),....

- Controles de calidad (zona de trabajo, materiales, medios, reactivos,...).

- Uso estratégico de antibidticos (penicilina, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, tilosina, nistatina, etc) para evitar la contaminaciéon por bacterias,

micoplasmas y hongos.

Existen diferentes formas de detectar los contaminantes: cambios en el medio

(pH y turbidez), observacion al microscopio (morfologia celular, movimientos,

43



REVISION BIBLIOGRAFICA

alteraciones por aparicion de vesiculas, refringencia, adherencia) y métodos

especificos para virus y micoplasmas.

En el caso de detectar contaminacion en nuestro cultivo podemos destruir el
cultivo o en el caso de ser irremplazable tratar de descontaminarlo (lavado diario con
PBS y antibiéticos a altas concentraciones, antibiograma o separacion en gradientes

de concentracion).

11.3.3.4. Cultivos primarios y lineas celulares

Los cultivos primarios son las células trasplantadas del tejido al frasco de
laboratorio. Se puede obtener a partir de explantes primarios (fragmento de tejido o de
organo en el que las células de la periferia pueden proliferar por la superficie del
soporte) o de suspensiones de células disgregadas. Cuando las células ocupan toda la
superficie disponible se dice que han alcanzado la confluencia. En esta etapa, las
células establecen contactos entre ellas que inhiben su proliferacion y el crecimiento
se detiene. Por eso, al cabo de un tiempo hay que trasladar las células a un nuevo
soporte (subcultivo o pase).

Sin embargo, algunas de éstas mueren al cabo de un tiempo. Pocas veces se
pueden mantener estos cultivos mas de unas semanas. Cuando se consigue
mantenerlas en cultivo indefinidamente dan lugar a una linea celular primaria obtenida

a partir del primer subcultivo (Hartung et al., 2002).

Normalmente, las lineas celulares tienen una vida finita que, segun el tipo de
célula, se puede prolongar entre 20 y 100 generaciones. Superado ese limite, las
células entran en una etapa que se denomina senescencia en la que pierden su
capacidad de proliferar, por el acortamiento de los telomeros, y mueren. Sin embargo,
algunas células (como las células de roedores y las células tumorales) evitan la
senescencia y dan lugar a lineas celulares continuas, que crecen indefinidamente.
Estas células pueden surgir de forma espontanea o inducida (infeccion virica,
transfeccion de ADN, exposicion a radiaciones ionizantes 0 a carcin6genos quimicos)
y son el resultado de un cambio genotipico denominado transformacion, presentando,

entre otras, la propiedad de division celular ilimitada.

Segun su morfologia, las lineas celulares de uso mas frecuente pueden ser

linfoides, epiteliales o fibroblasticas. Las células de tipo linfoide crecen generalmente
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en suspension, mientras que las células de tipo epitelial y las fibroblasticas necesitan
crecer sobre un soporte solido, adheridas a la superficie de los frascos de cultivo.
Estos ultimos tipos de lineas celulares (siempre que sean lineas celulares normales no
tumorales) exhiben el fenémeno denominado inhibicién por contacto, es decir, cesan
de dividirse cuando ocupan toda la superficie de cultivo disponible (lturralde y Coll,
1984).

Las lineas de cultivo previamente establecidas pertenecen a células de origen
animal que se han adaptado a vivir en cultivo por el proceso denominado
transformacién, que puede ocurrir espontaneamente o puede ser inducido por un
compuesto quimico, radiaciones o virus. Las células pasan a tener vida infinita
convirtiéndose en una linea celular establecida. Por vida infinita se entiende la
capacidad de éstas células de multiplicarse in vitro durante periodos practicamente
ilimitados. Las lineas celulares continuas o establecidas tienen la ventaja de
suministrar gran cantidad homogénea de un solo tipo celular, siendo muy adecuada

para estudios bioquimicos cuantitativos (Reppeto y Repetto, 2009).

[1.3.3.5. Cinética de crecimiento

Se ha establecido que el objetivo principal del cultivo de células animales y
humanas es estandarizar e implementar procedimientos que permitan mantener y
expandir una poblacion de células de interés (Freshney, 2010), aplicando una rigurosa
evaluacién y monitoreo de dicho cultivo de manera constante y/o rutinaria. Esta
valoracién solo puede llevarse acabo si se conoce el comportamiento normal de un
cultivo de células animales y humanas. En este sentido, Phelan (1998) establecié que

la evolucién de un cultivo celular primario se puede clasificar en tres estados:

- Fase de latencia. Al comienzo del cultivo, las células se adhieren y extienden sobre el
sustrato e inician su metabolismo. La duracién varia entre horas y dias segun la linea

celular y la densidad de células sembradas.

- Fase exponencial o logaritmica. Durante esta etapa las células crecen y sintetizan
ADN. La poblacién se duplica en poco tiempo. En esta fase se calcula el “doubling

time” o “tiempo de duplicaciéon” de la poblacién.

- Fase estacionaria. Al final se alcanza un nivel maximo de poblacién, determinado por

la cantidad de nutrientes o por la densidad celular. Cuando las células contactan, se
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inhibe la sintesis de ADN, por tanto las lineas celulares normales, como mantienen la
inhibicion por contacto, dejan de dividirse y pueden mantenerse vivas durante varios
dias, ya que no llegan a agotar los nutrientes del medio. Si no se cambia el medio, al
final mueren. Por el contrario, las células transformadas, como carecen del fenbmeno
de inhibiciobn por contacto, continlan dividiéndose, se amontonan, agotan los

nutrientes y mueren.
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Figura 11. Curva de crecimiento: fases
(Freshney, 2010)

[1.3.3.6. Conservacion de lineas celulares

Con el fin de minimizar la acumulacion de alteraciones genéticas en las lineas
celulares establecidas, asi como evitar la senescencia y la transformacion de cultivos
primarios o, simplemente, la pérdida accidental de un cultivo celular por muerte o

contaminacion, es imprescindible recurrir a métodos de almacenamiento adecuados.
Las lineas celulares pueden mantenerse congeladas a -196°C en nitrégeno

liquido y en determinadas condiciones. La descongelacion rapida hace que se

recuperen las células con mas de un 50% de viabilidad celular.
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[1.3.4. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS ENSAYOS IN VITRO

Ya se han ido enunciando muchas de las ventajas de los métodos de

experimentacion in vitro, pero también presentan algunas limitaciones con respecto a

los métodos in vivo.

Tabla 7. Ventajas y limitaciones de los ensayos in vitro (Zufiiga et al., 2008;

Rodriguez, Hernandez y De Costa, 2001)

VENTAJAS INCONVENIENTES

Son ética y moralmente mas aceptables que los

La necesidad de utilizar mas de un método de

ensayos in vivo, ya que no es necesario usar ensayo.

animales vertebrados o] un numero

considerablemente menor.

Utilizan  material  biolégico homogéneo. La carencia de las complejas interacciones

Permiten ademas el uso de células vivas

pudiéndose estudiar procesos metabdlicos,
fisiolégicos y el desarrollo de procesos
celulares o el efecto directo de determinadas

sustancias sobre ellos.

existentes entre los distintos 6rganos de un ser
integro, ademas de las dificultades encontradas
para reproducir la arquitectura tisular tridimensional

de los organismos superiores.

Permite la experimentacion con células
humanas. Por lo que se pueden establecer
modelos biolégicos derivados de células
humanas para predecir mejor la toxicidad en el

hombre.

La generalmente limitada duracion de la actividad

fisiologica, fundamentalmente de las células

especializadas, y con ello, las dificultades

existentes para detectar efectos retardados o

crénicos.

Permiten estudiar las acciones sobre una

determinada poblacién celular o fraccion
subcelular aislada en la que se presuponga la
diana principal o secundaria evitando con ello

las interferencias.

La ausencia, en la mayoria de los modelos, de
ciertos fendmenos cinéticos como la capacidad de

activar y detoxicar compuestos quimicos.

Facilitan determinados estudios
especializados, como los electrofisioldgicos,
transformacion y eliminacion de sustancias,

etc.

Las dificultades para aplicar sustancias poco

solubles, volatiles, gaseosas o0 que se

descomponen rapidamente o explosionen en

contacto con el medio de cultivo.

Son mas facilmente objetivables y
cuantificables que los ensayos in vivo, por
poderse someter directamente a medicién por

técnicas fisicoquimicas.

La posibilidad de obtener resultados erroneos
debidos al ensayo en condiciones no adecuadas o
cuando el compuesto las modifica por si mismo

(cambios de pH, osmolaridad)

Los resultados presentan mayor

reproducibilidad que los métodos con

animales, al consistir cada ensayo en unos

sistemas mas

pocos componentes,

La complejidad de la extrapolaciéon, sobre todo
cuando no se dispone de informaciéon sobre las

concentraciones que producen efectos in vivo.
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homogéneos, en condiciones controladas, sin
interferencias de otros factores como el estrés

animal, cambios estacionales, etc.

Posibilitan una mayor precisiéon en el control
directo de la dosificacién, es decir, la cantidad
de xenobiético en interaccién con el 6rgano

diana.

Permite el control absoluto del periodo de
contacto con el producto evaluado, puesto que
el compuesto puede aplicarse y retirarse a
voluntad del investigador.

Facilitan del estudio de los mecanismos de
accion, diferenciando la lesién primaria de las
que se desencadenan a continuacion, al ser
posible interrumpir o modificar el proceso en
cualquier momento. Ademas, reducen el
periodo de latencia y facilitan el estudio
cronolégico de las acciones. Al ser modelos
mas simples, permiten estudiar las influencias
cinéticas mas facilmente y con mayor

profundidad.

Suponen un importante ahorro de tiempo al
facilitar los resultados con mayor rapidez.

Tiene un coste econdmico bastante menor y
precisan instalaciones menos complejas que
las exigidas legalmente para realizar estudios

con animales.

Requieren menores cantidades de los
productos ensayados que los métodos in vivo.
Ello es particularmente importante cuando se
trata de sustancias recién sintetizadas o en
periodo de prueba, o cuando se evaltan
vertidos, residuos o toxicos.

A pesar de tener algunas desventajas, los modelos in vitro se estan
convirtiendo en los procedimientos de eleccion utilizados de manera rutinaria en

investigacion basica.
Los procedimientos in vitro tienen entidad propia entre los métodos

experimentales y proporcionan una informacién més profunda sobre los mecanismos

de accion que la obtenida in vivo. De hecho, en muchas areas de la biomedicina los

48




REVISION BIBLIOGRAFICA

métodos in vitro se utilizan mas ampliamente que los modelos animales porque

aportan informacion cientifica mas detallada (Gil-Loyzaga, 2011).

11.3.5. JUSTIFICACION DE LOS ENSAYOS IN VITRO

Las principales razones por las que los métodos de investigacion in vitro
deberian tender a sustituir en lo posible la experimentacion animal son (Zufiiga et al.,
2008):

e Morales y éticas, ya que en la experimentacion animal se somete a estrés y
sufrimiento a seres vivos, capaces de percibir dolor.

e Econdmicas, debido al alto coste de ensayos con animales.

o Cientificas, las experiencias con células permiten limitar o fraccionar los procesos
fisiopatologicos, lo que favorece el entendimiento de las fases, incluso de la
interaccion molecular y la medicibn en términos cuantitativos de acciones y
efectos, lo que, a su vez, hace posible la comparacién objetiva de unas sustancias
con otras.

e Sociopoliticas, debidas a la presion de diferentes grupos sociales que exigen la
abolicion de la experimentacion animal apoyandose en motivos éticos.

e Legales, ya que la legislacién europea y espafiola establece: No debera realizarse
un experimento si se dispone de otro método cientificamente satisfactorio y
contrastado que permita obtener las mismas conclusiones, sin implicar la
utilizacion de animales (Directiva del Consejo 86/609/CEE; R.D. 53/2013).

[1.3.6. INDICADORES DE TOXICIDAD IN VITRO

Para cuantificar la capacidad toxica y los mecanismos por los que actian los

compuestos téxicos se emplea una gran diversidad de determinaciones y ensayos.
Los principales indicadores utilizados en nuestro estudio son la morfologia

celular y tisular, la viabilidad celular, proliferacién celular y alteraciones de las

membranas celulares.
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[1.3.6.1. Morfologia celular y tisular

La afectacion de la estructura celular suele evaluarse estudiando el tamafio y la
forma celular; las uniones y mecanismos de contacto entre las células; el tamafo,
forma e inclusiones del nucleo; el nimero, tamafio y forma de los nucléolos, asi como
sus inclusiones; y la presencia de vacuolas citoplasmicas. Para estudiar estos cambios

se emplea: microscopio Optico invertido, que permite observar mediante contraste de

fases la morfologia de las células vivas y detectar granulos citoplasmaticos, vacuolas y

retraccion, pérdida y necrosis celular; microscopio electrénico de barrido, que al

mostrar tridimensionalmente la superficie celular, permite observar la adherencia y las
alteraciones de la membrana incluso en 6rganos perfundidos y el microscopio

electrénico _de transmision, que permite identificar ultraestructuralmente los cambios

iniciales reversibles y los finales irreversibles que ocurren durante la necrosis celular
(Gil-Loyzaga, 2011).

[1.3.6.2. Viabilidad celular

La distincion entre células vivas y muertas suele cuantificarse aprovechando la
capacidad que solo poseen las células vivas de excluir (eliminar tras la absorcion)
colorantes vitales como el azul de tripan. Por el contrario solo las células vivas

absorben colorantes como el rojo neutro (fluorescente).

El grado de adhesion de las células a la superficie de cultivo es proporcional al
estado de salud de las mismas. Puede evaluarse contando las células adheridas o
despegadas, midiendo el intercambio celular tras marcaje isotopico o por tincion

selectiva del ADN y evaluacion fluorimétrica o por citometria de flujo.

[1.3.6.3. Proliferacion celular

La capacidad de las células para multiplicarse en cultivos, es inhibida de forma
muy sensible por la mayoria de los téxicos (Repetto y Repetto, 2009). El incremento
en el numero de células puede evaluarse bien por el simple recuento directo en la
monocapa 0 con un contador electronico, que permite ademés determinar el volumen
celular. También puede valorarse mediante métodos indirectos por cuantificacion del
incremento en el contenido total de ARN o ADN, proteinas, enzimas o colorantes
vitales captados, por la capacidad de formacién de clones o por alguno de los métodos

ya citados.
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[1.3.6.4. Membranas celulares

Las membranas celulares pueden ser alteradas por los téxicos de varias

formas: composicion y estabilidad, permeabilidad idnica y sistemas de transporte.

La interaccion de diferentes téxicos con los mecanismos de sintesis o
degradacion de lipidos o proteinas producen alteraciones, bien inespecificas, o bien
selectivas sobre algun tipo de componente determinado de las membranas celulares
(Repetto y Repetto, 2009).

[1.4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Los tests de citotoxicidad general estan destinados a evaluar efectos sobre
funciones vitales de las células, para los cuales las lineas celulares de distintos tejidos
y de diferentes especies existentes comercialmente constituyen un modelo celular

adecuado (Zuhiga et al., 2008).

La evaluacion de la citotoxicidad basal puede realizarse de distintas formas,
conocidas como ensayos de viabilidad celular que se realizan normalmente tras un
periodo de 72 horas 0 menos de exposicion al toxico y pueden ser descritos como

ensayos a corto plazo o agudos (Bols, Dayeh, Lee y Schimer, 2005).

El dafio celular causado por xenobi6ticos generalmente tiene como resultado la
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular. Como consecuencia se
produce el vertido hacia el exterior de enzimas citoplasmaticas. Los ensayos de
viabilidad son muy utilizados como indicadores de citotoxicidad. Entre ellos, el test

mitocondrial del MTT y el de captacion de rojo neutro, son los mas utilizados.

Para expresar la citotoxicidad de un compuesto se utilizan los indices de
citotoxicidad conocidos como Clyo y Clgo, que hacen referencia a las concentraciones
que causan un 10% y un 50% de muerte celular respectivamente (Zufiiga et al.,
2008).

11.4.1.YODURO DE PROPIDIO

Existen métodos que miden la capacidad de la membrana plasméatica de excluir

grandes moléculas voluminosas como los colorantes. Un ejemplo de ello es el
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colorante fluorescente yoduro de propidio. Este colorante es impermeable a la
membrana y generalmente excluido de células viables. Se utiliza para evaluar la
viabilidad celular o del contenido de ADN mediante citometria de flujo o para visualizar
el ndcleo u otros organulos que contienen ADN mediante microscopia (Moore,
Donahue, Bauer, Mather, 1998).

[1.4.2. LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Existen métodos que miden la capacidad de la membrana plasmética de
retener moléculas intracelulares (marcadoras), como la aparicién en el medio de una
enzima intracelular como la lactato deshidrogenasa (Bols et al., 2005). La actividad de
la LDH puede ser determinada mediante una reaccién enzimatica en la cual la LDH
oxida el lactato dando piruvato, el cual reacciona luego con una sal de tetrazolio
convirtiéndola en formazan. El incremento en la cantidad de formazan producido en el
sobrenadante de cultivo se correlaciona directamente con el numero de células
muertas. El formazadn es soluble en agua y puede ser detectado midiendo su

absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro.

[1.4.3. TEST DEL ROJO NEUTRO (RN)

Se considera que un compuesto es citotoxico independientemente de su
mecanismo de accion, si interfiere en el proceso de division y multiplicacion celular.
Ello conlleva a una reduccion de la velocidad de crecimiento celular reflejandose en el
namero de células presentes en el cultivo. El grado de inhibicion del crecimiento
relacionado con la concentracién del compuesto que se evalla es un indice de
toxicidad (Reinecke y Helling, 2002).

El rojo neutro es captado por las células (especificamente por los lisosomas y
endosomas) y en la medida que la célula pierda viabilidad por la accion del compuesto
que se evalla, se libera al medio el colorante pues solo las células viables son
capaces de retener el colorante en su interior. Seguidamente se determina la cantidad
de rojo neutro que permanece después de la exposicion dentro de la célula y se
calcula la concentracion que produce la inhibicion del 50 % del crecimiento celular
(Norton, 2000).

Los valores de absorbancia deben oscilar en un rango de 0,2 — 1,0 para dar

una correlacién adecuada entre el nUmero de células presentes y la densidad Gptica
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observada (Doillon, Gagnon, Paradis y Koutsilieris, 2004). La mayoria de los autores
plantean que se deben evaluar hasta 6 concentraciones del compuesto, alcanzando
una concentracién de 1000 ug/ml 6 hasta el limite maximo de solubilidad del producto

en el medio (Arencibia, Rosario y Curveco, 2009).

[1.4.4. ENSAYO DE ENLAZAMIENTO AL AZUL DE KENACID

Mediante este ensayo se mide el cambio en el contenido de proteinas totales,
lo cual constituye un reflejo de la proliferacién celular (Lodish et al.,, 2002). Si un
compuesto es citotoxico a la célula debe afectar al menos uno o mas procesos
implicados en la proliferacién celular como son: la sintesis del ADN, el funcionamiento
adecuado de las organelas como mitocondrias, lisosomas, o producir una afectacion
de la integridad de la membrana o en la sintesis de proteinas (INVITOX, 1996). Al
encontrarse afectado el crecimiento celular debe reducirse el nimero de células
presentes en el cultivo tratado con respecto al control, por lo que la medida de la
concentracion de proteinas presentes en el cultivo constituye un indice de toxicidad.
Por lo general se exponen las células al producto que se evalla durante un tiempo o
periodo de 72 horas y seguidamente se retira el producto y se exponen las células al
colorante, el cual enlaza a las proteinas celulares. Por ultimo se determina la cantidad
de azul de kenacid retenido por las células y se cuantifica el porcentaje de inhibicién
del crecimiento celular (Vanesa, 2009; Arencibia, Rosario y Curveco, 2009). El periodo

de exposicion de la sustancia de ensayo varia entre 24 -72 horas.

11.4.5. RESAZURINA

La resazurina es un colorante no fluorescente de color azul que puede ser
reducido a resofurina (rosado, altamente fluorescente), por oxidoreductasas que se
encuentran principalmente en la mitocondria de células viables. La resofurina es
excretada al medio permitiendo el continuo monitoreo de la proliferacion y/o la
citotoxicidad de sustancias sobre células humanas, animales, bacterias e incluso
hongos (Rolon, Vega, Escario y Gomez-Barrio, 2006; Zhang, Du y Zhang, 2004;
Palomino, Martin, Camacho, Guerra, Swings, y Portaels, 2002). Este colorante es poco
téxico para las células y permite la continuidad de estudios en las mismas células,
economizando tiempo y dinero, especialmente en cultivos primarios donde las células
son muy escasas Yy preciadas. Es posible obtener una medida de absorbancia a una

longitud de onda de 570 nm y/o fluorescencia en 530 nm (excitacion) y 590 nm
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(emision), ya que este colorante tiene propiedades tanto cromoforas como fluoréforas
(Anoopkumar-Dukie et al., 2005).

[1.4.6. CRISTAL VIOLETA

El cristal violeta, también conocido como violeta de genciana es un colorante
utilizado como una tincién biolodgica general (Odewumi et al., 2015). El protocolo del
ensayo con cristal violeta se basa en el hecho de que las células requieren de una
membrana celular intacta para establecer el apego y apoyar el proceso. Por lo tanto
las células muertas quedan suspendidas en el medio y son retiradas con éste antes de
realizar el ensayo. A continuacion las células que quedan se lavan con PBS vy
posteriormente son fijadas (por lo que las células que quedan mueren) y teflidas con el
colorante. Después se procede a su retirada y lavado posterior y solubilizacién con
MeOH vy acético. La viabilidad celular se evalia mediante la medida de la absorbancia

a 595nm y 690 nm en un lector de placas.

[1.4.7. ENSAYO COMETA

La electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa, ha sido
desarrollado para la medicion de sustancias téxicas que inducen roturas en la cadena
de ADN en células de mamifero (McKelvey-Martin et al., 1993). Si las células
expuestas se someten a electroforesis, los fragmentos de ADN migran fuera del
nucleo y forman una cola detras del nicleo. Esta cola semejante a un cometa puede
ser visualizado con tincion fluorescente del ADN mediante bromuro de etidio. La

longitud del cometa indica el grado de actividad genotdxica (Segner, 1998).

11.4.8. TEST MITOCONDRIAL DEL MTT

El ensayo de MTT o (Mossman, 1983; Denizot y Lang, 1986; Plumb, Milroy y
Kaye, 1989) es un método colorimétrico sensible y cuantitativo con el que se puede
medir viabilidad, proliferacion y actividad celular. Dicho método fue desarrollado por
Mosmann 1983 como (método) colorimétrico cuantitativo de microtitulaciéon para la

determinacioén de la supervivencia y capacidad de proliferacién de células mamiferas

El ensayo de MTT se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio (MTT),
soluble, de color amarillo en un producto insoluble de color azul (formazano). Esta

reduccion se realiza en el interior de las células vivas por la enzima mitocondrial
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succinato deshidrogenasa. La cantidad de formazano producida es directamente
proporcional al nimero de células y se mide por colorimetria.

La capacidad de las células para reducir el MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una
medida de la viabilidad celular y nos permite obtener informacion acerca de la
toxicidad del compuesto que se evalla (Jiménez, Gonzalez, Fernandez y Lopez,
2007).

El hecho de que la enzima succinato-deshidrogenasa se encuentre ausente en
el suero ha sido el responsable del desarrollo y amplio uso de esta técnica. Tiene la
ventaja de que permite procesar gran cantidad de muestras rapidamente y con una
gran precision al realizar los ensayos en placas de 96 pocillos.

El MTT metabolizado a formazano forma cristales insolubles en agua que
permanecen atrapados en el interior de las células y deben ser solubilizados con

disolventes organicos antes de realizar la colorimetria.

El periodo de exposicién de la sustancia de ensayo varia puede ser durante

periodos cortos (1-2 h de tratamiento), o largos de 24 6 72 h.

I.5. ESTUDIO DE LAS CELULAS EN MICROSCOPIO OPTICO INVERTIDO
(CONTRASTE DE FASES Y FLUORESCENCIA)

En un microscopio optico invertido la fuente de luz esta ubicada por encima de
la platina y el principio de funcionamiento y formacién de la imagen es el mismo que el
del microscopio tradicional. Este tipo de microscopio permite observar células sin
colorear aumentando el contraste entre partes claras y oscuras. Resulta

especialmente Util para células vivas.

En el caso de la fluorescencia es un proceso de interaccién entre la radiacion y
la materia en el cual un material absorbe radiaciéon de una fuente especifica y muy
rapidamente emite luz cuya energia es menor (de mayor longitud de onda) que la de la
radiacion que ha absorbido. Los electrones son excitados a estados vibracionales y
rotacionales mas altos y cuando vuelven a su estado fundamental emiten la energia de
excitacion en forma de radiacién. Los materiales que fluorescen lo hacen porque

contienen estructuras con configuraciones moleculares particulares conocidas como
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fluorocromos (molécula capaz de absorber fotones y emitir fotones de menor energia,

es decir, mayor longitud de onda) (Szabo, 2000).

Violeta Azul Verde Amarillo Anaranjado Rojo

380-450 nm 450-495 nm 495-570 nm 570-590 nm 590-620 nm  620-780 nm

Figura 12. Espectro de luz visible

.. ESTUDIO DE LAS CELULAS EN MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
TRANSMISION (MET)

Su fundamento es semejante al del microscopio Optico; utiliza como fuente de
luz un haz de electrones en vez de rayos de luz. Con ellos se consigue una resolucién
de 0,2 nm, es decir, 100 veces mayor que con el microscopio Optico. El microscopio
electrénico de transmision es, en rasgos generales, similar al microscopio 6ptico pero
de mayor tamafio e invertido. Para su uso, las muestra debe estar totalmente seca y
ser extremadamente fina (50-100 nm de grosor), para que la radiacién electrénica
pueda atravesarla. Como consecuencia es imposible la observacién de muestras in
vivo. Mediante el MET podemos observar como afecta en toxico a las estructuras

internas de cada linea celular.
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Figura 13. Diferentes microscopios y sus caracteristicas (Gartner y Hiatt, 2002).
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ll. 7. CITOMETRIA DE FLUJO

1.7.1 INTRODUCCION

La técnica de la citometria de flujo (CMF) fue desarrollada en la década de los
afios sesenta, en los Estados Unidos y Alemania como un avance importante en la

investigacion de la biologia celular (Shapiro, 1988).

La CMF es un método cuantitativo de analisis celular. Permite medir
simultaneamente mudltiples caracteristicas fisicas de una célula. Basicamente es un
método analitico que permite la medida de emision de fluorescencia y dispersion de la
luz, producidas por la iluminacion apropiada de las células o particulas microscopicas
de una en una y arrastradas por un flujo portador, a medida que pasan frente a un
sistema de deteccion. En algunos sistemas las células o particulas pueden ser
separadas, de acuerdo a las propiedades que presentan.

La CMF aprovecha el desarrollo de un amplio nimero de moléculas
fluorescentes, que se unen especificamente a moléculas celulares, se acumulan
selectivamente en compartimentos celulares o que modifican sus propiedades a través
de reacciones bioquimicas especificas. De esta forma, la CMF permite detectar y
cuantificar estructuras y funciones de células individuales, particulas biolégicas
individuales o particulas biol6gicas aisladas, a elevada velocidad y siguiendo una
aproximacion multiparamétrica. Estas caracteristicas la convierten en una técnica
especialmente valiosa para caracterizar poblaciones celulares heterogéneas a través

de un amplio rango de propiedades biolégicas.

[1.7.2. FUNDAMENTO

El principio es hacer pasar células u otras particulas en suspension, alineadas

y de una en una por delante de un haz luminoso.

La velocidad en que circulan las células es variable; lo hacen en un liquido
isoténico que las transporta (PBS). Dicho liquido es atravesado por un laser. La
interaccion de la célula con el rayo de luz, genera sefales luminosas que tras ser
detectadas, se transforman en impulsos eléctricos, que se amplifican y se convierten
en sefales digitales, que se procesan por ordenador, de tal forma que podemos

realizar el analisis de una célula en un tiempo de 10 a 40 pseg.
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La luz difractada al incidir el laser sobre una célula o particula (fotones), sera
recogida mediante unos detectores, dandonos informacion del tamafio, de la
granularidad y de la fluorescencia emitida por esa célula. Existe a su vez un soporte

informético que nos va a permitir recoger, analizar y cuantificar los datos.

El haz del laser incide sobre la célula, saliendo de ella humerosos fotones a
distintos angulos. Los fotones que salen sin grandes desviaciones, entre 0 y 10° seran
recogidos por el detector “Forward scatter” (parametro FS) y nos dara informacion
sobre el tamafio de la célula. Los que salen a 90° seran recogidos por otros detectores

gque nos daran idea de la fluorescencia y de la granularidad (Pardmetro SSC).

Detectores de luz
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determinadas
longitude s de onda

Fuente de luz laser

Figura 14. Fundamentos del citbmetro de flujo

(Fuente: www.cnb.csic.es/~fotonica/Photonic_en/Review/citometria_de flujo.htm)

Existe un sistema electrénico que convierte las sefiales Gpticas en sefales
electrénicas proporcionales. Los fotones, llegan a los fotomultiplicadores, a los que se
les aplica un voltaje, dan un impulso de corriente eléctrica y llega a los amplificadores
gue los transforman en una sefal eléctrica, que se puede representar con un
procesador de datos. Cada punto representa una célula y tiene unas coordenadas

concretas.
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Figura 15. Esquema general del funcionamiento de un citémetro de flujo

(Fuente: www.cnb.csic.es/~fotonica/Photonic_en/Review/citometria_de flujo.htm)

II. 8. APOPTOSIS Y NECROSIS

La apoptosis y la necrosis son pardmetros bioldgicos que determinan el estado
y posible utilizacién del cultivo, porque revelan condiciones especificas de la célula a
nivel fisiolégico, morfolégico, bioquimico y genético que no pueden ser reconocidas de

manera tan completa y clara por otros parametros celulares.

La muerte de las células puede desencadenarse por multiples causas: pérdida
de su funcién, dafio mecanico, infeccibn por microorganismos o virus, accion de
agentes quimicos toxicos o la falta de nutrientes. La muerte celular, segun criterios
clasicos se puede dividir en una muerte que transcurre por mecanismos regulados,

como la apoptosis, y la no regulada (necrosis) (Degterev y Yuan, 2008).

Durante la historia, la muerte celular fisiolégica ha sido conocida por varios
nombres. Pero no fue hasta 1972 cuando Kerr, Wyllie y Currie implantan el término
«apoptosis», ampliamente utilizado en nuestros dias, que evoca a la caida de las
hojas desde los arboles en otofio o la de los pétalos de las flores. Durante los afios 80

se describe la participacién de la apoptosis en procesos patologicos y fisiol6gicos.
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Durante los afios 90 se vuelve uno de los principales tdpicos de estudio dentro de la

biologia (Alfaro, Garcia y Duefias, 2000).

La muerte celular se puede producir por necrosis, cuando el dafio es letal o se
produce una muerte accidental. La necrosis (del griego nekrés “muerte”) es la muerte
patolégica de las células o tejidos del organismo. Se origina por una lesién aguda,
irreversible, derivada de una situacion no fisiolégica o condicion patoldgica y que no
puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y de resistencia (Lizarbe, 2007).
Este tipo de muerte celular se puede producir debido a agentes nocivos, un aporte
insuficiente de sangre al tejido (isquemia), falta de oxigeno (hipoxia), un traumatismo,
la exposicion a la radiacién ionizante, la accién de sustancias quimicas o téxicos, por

una infeccién o por el desarrollo de una enfermedad autoinmune.

Esta forma de muerte celular se califica como un proceso desordenado,
independiente de energia y violento, ya que las células se hinchan, se deterioran las
estructuras celulares, y se paralizan funciones criticas para la vida. La pérdida de
viabilidad se asocia a la rotura de la membrana plasmatica con la consecuente lisis
celular y liberacién al exterior del contenido citoplasmético y organulos (clara
disfuncion en las mitocondrias), dafiando al tejido en el que se encuentra, lo que in

vivo favorece la aparicion de procesos inflamatorios (Alfaro et al., 2000).

La apoptosis es un proceso que ocurre en los tejidos en condiciones
fisiolégicas normales (Kerr , Wyllie y Currie, 1972), que se puede presentar, ya sea
porque el organismo requiere para su desarrollo de la muerte en particular de esa
célula, o bien porque la célula sufri6 un dafio irreparable y muere en beneficio del
organismo desempefiando un papel protector frente a posibles enfermedades (Alfaro
et al., 2000). Es un fenémeno fundamental en el desarrollo embrionario (Bellairs, 1961,
Weil et al., 1996) la metamorfosis (Kerr et al., 1972; Goldsmith, 1966), el
mantenimiento de la homeostasis tisular en el organismo adulto y regresiéon tumoral

(Kerr y Searle, 1973), tanto en organismos vertebrados como invertebrados.

En el caso de la apoptosis, la célula muere por la activacion de una serie de
mecanismos que provocan que la célula no pierda la integridad de su membrana, y
sblo va a presentar pérdida de dicha integridad hacia el final del proceso (Evan y
Littlewood, 1998). Esto no se observa in vivo ya que las células apoptéticas son
eliminadas por fagocitosis antes de perder la integridad de la membrana (Strange,

Feng, Saurer, Burkhardt, Friis, 1992). En la apoptosis a diferencia de la necrosis, el
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contenido celular no sera liberado, sino encapsulado y luego removido en su totalidad

por células limpiadoras (Campisi, 2003).

Debido a que la apoptosis requiere de la activacion de genes para que se lleve
a cabo este tipo de muerte celular, también ha recibido el nombre de muerte celular
programada (MCP) (Schwartzman y Cidlowski, 1993). En las células in vivo no se
produce inflamacién ya que las células fagocitarias reconocen, captan y eliminan los

cuerpos apoptoticos (Lizarbe, 2007).

11.8.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Los procesos apoptoticos se caracterizan por cambios morfol6gicos como:

®m  Pérdida de la unién celular y en la integridad de la membrana, asi como cambios
en la presencia de estructuras especializadas, como son las microvellosidades
(Alfaro et al., 2000).

= Aumento brusco de la densidad intracelular. El reticulo endoplasmatico se dilata,
formandose vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica, eliminando su

contenido al medio extracelular (Schwartzman y Cidlowski, 1993).

® |ncremento moderado, pero sostenido, de la concentracion de calcio libre
citoplasmatico ([Ca*]). Sin embargo, en el proceso de necrosis, su aumento es
drastico (Jordan, 2003).

®=  En la apoptosis temprana se mantiene la integridad de la membrana, por lo que
continla siendo permeable, pero se pueden observar cambios en la organizaciéon
de la membrana citoplasmatica; se produce la translocacién de grupos glicanos a
la superficie celular. Tal es el caso de la distribucion de la fosfatidil serina, la cual
es una molécula que se encuentra orientada hacia el interior de la célula (Van
Engeland, Ramaekers, Schutte, Reutelingsperger, 1996). Estos grupos van a
actuar como sefial de reconocimiento, permitiendo la union de fagocitos, evitando
la liberacion del contenido celular y la posible reaccién inflamatoria en células in
vivo (Vermes, Haanen, Steffens-Nakken H, Reutelingsperger, 1995; Bratton et al.,
1997; Zhivotovsky y Orrenius, 2001; Elmore, 2007). Se ha descrito que este
fendmeno es un biomarcador efectivo para la deteccion de una célula apoptética
(Vermes et al., 1995; Bratton et al., 1997; Zhivotovsky y Orrenius, 2001; Arur et
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al., 2003; Pozarowski, Grabarek, Darzynkiewicz, 2003; Elmore, 2007,
Mukhopadhyay et al., 2007; Gasser, Hehl, Millward, 2009).

®  Alteracion en la conformacion de elementos del citoesqueleto. Como consecuencia
aparece una deformacién, resultado de la actividad de las proteasas,
modificandose el transporte intracelular retrogrado de factores de crecimiento y de
proteinas (Jordan, 2003).

® Conforme el proceso avanza se observa la condensacion y posterior

fragmentacion de la cromatina, por accién de endonucleasas endogenas.

Los cuerpos apoptéticos quedan como restos celulares que finalmente se
rompen (Fuji, Shiratsuchi, Manaka, Yonehara, Nakanishi, 2001). Esta fase terminal en
células in vitro se llama necrosis secundaria (Wyllie, 1981) o aponecrosis (Formigli et
al., 2000).
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Figural6. Caracteristicas morfolégicas de la muerte celular por apoptosis y necrosis
(Lizarbe, 2007)
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11.8.2. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y BASES GENETICAS

La caracteristica bioquimica mas distintiva de este proceso es la alteracién de

la homeostasis celular, proceso muy regulado y el cual puede ser o nho dependiente de

energia (Searle, Kerr y Bishop 1982; Schulze-Osthoff, Ferrari, Los, Wesselborg y
Peter, 1998; Zhang y Xu, 2002).

La degradacion del ADN nuclear es un evento irreversible, siendo ésta una

caracteristica molecular del proceso apoptotico que lo diferencia del proceso de

necrosis celular (Ferri y Kroemer, 2002; Rathmell y Thompson, 2002).

Tabla 8. Comparacién de caracteristicas citomorfolégicas de los procesos de muerte

celular: apoptosis y necrosis. (Elmore, 2007; Martinez, 2009).

Caracteristica

Apoptosis

Necrosis

Tipo de muerte

Muerte fisiologica. Proceso regulado
y controlado

Muerte no fisiolégica. Proceso no
regulado

Energia

Proceso energéticamente activo, que
requiere la biosintesis de proteinas.

Degradacion mediada por caspasas.

Proceso energéticamente pasivo.

Numero de células

Células individuales o pequefios

grupos de células

Generalmente grandes cantidades

Volumen celular

Encogimiento celular

Hinchamiento celular, citélisis

Efecto en integridad de

membrana plasmética

Membrana celular intacta

Membrana celular comprometida

Efecto en citoplasma

Retenido en cuerpos apoptéticos

Liberado al espacio extracelular

Efecto en nlcleo

Condensacion de cromatina

(Picnosis)

Fragmentacion del nicleo y

cromatina

Procesos de inflamacion tisular

No hay presencia de inflamacion en

células in vivo

Inflamacion usualmente presente

en células in vivo

Finalizacion

Fagocitosis de cuerpos apoptéticos

en células in vivo

Lisis celular y dafio a las células

vecinas en células in vivo
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11.8.3. VIAS DE INICIACION DEL PROCESO DE APOPTOSIS

Existen una serie de sefiales llamadas inductores que conducen a la célula a
entrar en el proceso de apoptosis (Casadelvalle, 2006). Estas pueden ser externas a la
célula o producidas por ella; una misma sefial puede inducir muerte celular o

proliferacién (Chang, Chen, Urlacher y Lee, 2000; Columbié y Galdeta, 2002).

Algunos inductores como radiaciones ionizantes, sustancias quimicas, virus,
sustancias reactivas del oxigeno y algunos medicamentos actlan al unirse a
receptores de membrana (Marchetti, Di Marco, Cifone, Migliorati y Riccardi, 2003; Vick,
Cavalli, Isaacson, Gascoyne y Zucca, 2003; Uchide, Ohyama, Besso, Yuan y
Yamakawa, 2002) y pueden activar directa o indirectamente alguno de los

mecanismos efectores de la apoptosis.

Segun Elmore (2007) la apoptosis se puede definir como: “un proceso
coordinado, dependiente de energia, que involucra la activacién de un grupo de cistein
proteasas denominadas ‘caspasas’ (en inglés: cysteinyl aspartate-specific proteases) y
una compleja cascada de eventos que unen el estimulo inicial con la desaparicién

definitiva de la célula”.

Se ha comprobado que el tiempo en llevar a cabo este proceso depende del
tipo de célula y las caracteristicas de activacion, pero el promedio es de 2 a 3 horas
(Elmore, 2007). En un cultivo de células la activacion de este proceso depende de

multiples factores que estimulan las vias de iniciacion.

Huerta, Goulet, Huerta-Yépez y Livingston (2007) describe dos tipos principales
de via de iniciacion apoptética: extrinseca e intrinseca, Elmore (2007) reporta

adicionalmente la via mediada por el sistema Perforina / Granzima.

La via de sefializacion extrinseca que inicia apoptosis se denominé asi ya que
involucra interacciones mediadas por receptores transmembranales (Elmore, 2007), se
ha descrito que esta via es iniciada por unién de: 1) el TNF (Factor de Necrosis
Tumoral) ligando al TNF receptor; (2) el TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand) a los receptores DR4 (Death Receptor-4) y DR5; o 3) el FasL (Fatty acid
synthetase Ligand) al receptor FasR (Huerta et al., 2007). Se conoce que estas
asociaciones reclutan moléculas adaptadoras como FADD (eFas-Associated Death

Domain) o TRADD (TNF Receptor-Associated Death Domain), las cuales activan
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caspasas iniciadoras -8 y -10 y finalmente se da la activacién de caspasas ejecutoras -

3, -6 y -7, lo que culmina en un fenotipo celular apoptético (Huerta et al., 2007).

En la cascada de sefalizacién intrinseca se ha reportado una serie de
estimulos intracelulares, especificamente en la mitocondria, que causan cambios
estructurales en la membrana mitocondrial, principalmente por la apertura de poros de
transicion y alteracion en el potencial transmembranal, lo que conlleva una liberacién
hacia el citosol de sustancias pro-apoptéticas que en estado normal permanecen
dentro del espacio intermembranal (Saelens et al., 2004; Elmore, 2007). Estos
componentes liberados han sido clasificados en dos grupos principales constituidos
por: 1) Citocromo ¢, Smac/Diablo (Second mitochondrial activator of caspases / Direct
IAP Binding protein with low Pl) y la serin-proteasa HtrA2/Omi (High-temperature
requirement) (Du, Fang, Li, Li y Wang, 2000; Garrido et al., 2005; Elmore, 2007),
estos impulsan la cascada apoptética via activacion de caspasas. Se ha descubierto
que la liberacion de citocromo c activa la proteina Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1) y la procaspasa-9, ademas de ATP, estableciendo un complejo proteico
denominado “apoptosoma”, el cual activa la caspasa-3, iniciando la via efectora de
apoptosis (Chinnaiyan, 1999; Hill, Adrian, Duriez, Creagh y Martin, 2004; Huerta et al.,
2007 y Martinez, 2009), mientras que las proteinas Smac/Diablo y HtrA2/Om
promueven apoptosis por inhibicion de IAP (inhibidores de proteinas apoptéticas)
como clAP1, clAP2 y XIAP (Elmore, 2007; Huerta et al., 2007); 2) factores inductores
de apoptosis (AlF), endonucelasa G y la DNasa activada por caspasas (CAD). Estos
ultimos se liberan hacia el citosol, entran en el ndcleo y fragmentan el ADN (Elmore,
2007). La importancia de la degradacion de ADN por endonucleasas dependientes de
Ca®" y Mg?* radica en que generan fragmentos de 180 a 200 pares de bases (Bortner,
Oldenburg y Cidlowski, 1995; Zhivotovsky y Orrenius, 2001; Elmore, 2007), este patron
de fragmentos es altamente especifico, y es un factor muy claro que diferencia este
tipo de muerte celular programada con la necrosis, la cual no presenta patron de

degradacion ni especificidad en los tamafios de los fragmentos (Martinez, 2009).

Actualmente se postula la existencia de una ruta alternativa de apoptosis
independiente de caspasas, donde ocurren fallos a nivel de los cromosomas
(deleccién o aneuploidia). Aunque el mecanismo por el cual se desencadena este tipo
de muerte celular esta todavia por descubrir, parece que los factores mitocondriales
Endo G (endonuclease G), MAD (mitotic arrest-deficient), BUB (budding uninhibited by
benzimidazole), MPS1 (monopolar spindle) estdn implicados en ella. No se sabe

exactamente cdmo estos factores mitocondriales se liberan de la mitocondria, pero si
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se sabe que es necesaria la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa
para su salida y que este proceso esta regulado por las proteinas de la familia Bcl-2
(Kitagawa y Niikura, 2008).

Actualmente se conoce que las proteinas reguladoras de los cambios
estructurales en la membrana mitocondrial son de la familia Bcl-2, quienes a su vez
son controladas por la proteina supresora de tumores p53. La presencia de Bcl-2
inhibe la salida del citocromo ¢ desde el interior mitocondrial (Collins, Schandi, Young,
Vesely y Willingham, 1997). EImore (2007) reporta que las proteinas anti-apoptéticas
incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, y algunas de las proteinas pro-
apoptoticas incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, y BIk. Estas proteinas
pueden eventualmente ser detectadas como un referente de gran confianza de

activacion del proceso apoptoético.

En resumen, la apoptosis o0 necrosis, parece estar relacionada con el estado de
la membrana mitocondrial, lo que convierte a las mitocondrias en organulos
fundamentales de la activacion de los procesos de muerte celular (Suzuki et al.,
1999).
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Figura 17. Representacion esquematica de las vias de sefializacién celular de

activacion de apoptosis en una célula (Martinez, 2007)

En sintesis, hay clara evidencia que muestra que el mecanismo por el cual es
regulada la apoptosis ofrece multiples puntos claves para su deteccién efectiva in vitro
(Martinez, 2009).

11.8.4. TECNICAS DE DETECCION DE APOPTOSIS

Se ha evidenciado que las células en un ambiente in vitro se ven enfrentadas a
multiples agentes perjudiciales extrinsecos e intrinsecos, cuya acumulacion resulta en
dafios a nivel estructural, funcional y fisiolégico en los componentes celulares
(Vicencio et al.,, 2008). Los factores reportados que se identifican en el medio de
cultivo de células animales que activan procesos de apoptosis son: estrés oxidativo,
falta de nutrientes, grandes variaciones de temperatura, confluencia celular, exceso de

utilizacion de enzimas proteoliticas (tripsina, dispasas, colagenasas, etc.), presencia
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de agentes nocivos, contaminacién del medio, tipo de células, entre otros (Dimri et al.,
1995; Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007).

Debido a que la apoptosis es un proceso dinamico, se presentaran diferentes
caracteristicas dependiendo del momento en el que se encuentre la célula. Esto
permite disponer de diferentes marcadores de la apoptosis. Cabe considerar que no
todos los marcadores estan presentes en todas las células, ni todos los marcadores de
apoptosis son exclusivos de este proceso. Por esto es importante considerar algunos
aspectos de la apoptosis que ocurren tanto in vivo, como in vitro, tales como el
momento en el que aparece un evento determinado, la duracion de los procesos
relacionados, asi como el proceso de eliminacion de la célula apoptética por

fagocitosis (Alfaro et al., 2000).

Pozarowski, Grabarek y Darzynkiewicz (2003) han sefialado que determinar el
método adecuado para medir niveles de apoptosis en cultivo depende principalmente
del tipo de células, las caracteristicas posibles de induccion, las restricciones técnicas,

entre otras condiciones.

A continuacion se muestran algunas de las técnicas mas ampliamente

utilizadas:

+ Alteraciones citomorfolégicas

Por medio de la microscopia de luz (campo claro, fluorescencia) se pueden
apreciar cambios en la organizacion celular, tales como la condensacion de la
cromatina o la aparicion de cuerpos apoptoticos. La determinacion de apoptosis puede
realizarse en cortes de tejidos con una mezcla de hematoxilina/eosina. Sin embargo,
solo puede detectar estados tardios de apoptosis, ademas de ser un método

altamente cualitativo y subjetivo (ElImore, 2007; Huertas et al., 2007).

En cuanto a la microscopia electronica alteraciones estructurales como
cambios en las microvellosidades, nucleo electrodenso, fragmentacion nuclear,
membrana celular intacta, desorganizacion de organelos citoplasmaticos, vacuolas
claramente alargadas y protuberancias irregulares (blebs) en la superficie celular
(Elmore, 2007).
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In vivo muchas veces no es posible detectar algunas de estas alteraciones, ya

que las células son eliminadas por fagocitosis.

+ Electroforesis

Es sabido que durante el proceso de muerte celular por apoptosis se presenta
la sintesis de endonucleasas que cortan el ADN a nivel internucleosomal, liberando
nucleosomas los cuales se sabe que contienen alrededor de 200 pares de bases. Al
realizar un corrimiento electroforético de extractos de ADN de células apoptoéticas es
posible observar la aparicién de un patron caracteristico de ADN en escalera, mejor
conocido como ladder de DNA, el cual contiene fragmentos discretos, multiplos del
tamafo de un nucleosoma que recuerdan la imagen de los peldafios de una escalera
(Evan, Littlewood, 1998). Mediante este método es posible la distincion entre apoptosis

y hecrosis, ya que en esta Ultima se observa un barrido en los geles.

El método mas comunmente utilizado es la extraccion de ADN con
fenol/cloroformo y su precipitacién con etanol (Martin, Lennon, Bonham y Cotter,
1990). Este método presenta el inconveniente de que los fragmentos pequefios
pueden perderse durante las extracciones, por esto se han desarrollado métodos en
los que se eliminan los pasos de extraccion y en los que lisados celulares son
digeridos con RNAsas y proteinasa K para después realizar el corrimiento
electroforético (Park y Patek, 1998). Otro método propuesto para no perder los
fragmentos pequefios, e incluso enriquecer su contenido es el descrito por Daniel y
colaboradores (Daniel et al., 1999) en el que utilizan acarreadores minerales a los que
se adsorben los fragmentos de ADN. Estos acarreadores permiten separar el ADN de
la muestra y posteriormente se recupera al ADN del acarreador en volumenes
pequefios, por lo que las concentraciones de ADN obtenidas son adecuadas para

realizar andlisis electroforéticos.

+ Marcadores de ADN

El manual de pruebas moleculares de INVITROGEN™ (2009) reporta los
siguientes marcadores de ADN para la evaluacion de apoptosis por técnicas
principalmente fluorométricas: YO-PRO-1, SYTO 13 y 16, Hoechst 33342 combinado
con calceina AM y 7-aminoactinomicina D (7-ADD), naranja de acridina, diamidino fenil

indol (DAPI), etidio mono-acido y bromuro de etidio, ademas de 5 kits de ensayos para
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detectar apoptosis a partir de combinaciones de los anteriores marcadores de ADN.

Son utilizados en citometria de flujo.

+ Ensayo ELISA

Otro método que se ha utilizado para medir la degradacion internucleosomal es
la deteccidn de las proteinas presentes en los nucleosomas (histonas), en placas de
96 pozos mediante un anticuerpo acoplado con un enzima que genera una reaccion
colorida (Holian, Hamilton, Morandi, Brown y Li, 1998). Desafortunadamente en este
método se cuantifica la presencia de nucleosomas en el sobrenadante de cultivos
celulares, por lo que puede existir la incertidumbre del origen de dichos nucleosomas,
ya que una célula necrética también puede liberar ADN y nucleosomas al medio al

presentarse la lisis celular.

+ Técnica TUNEL (tranferasa-mediated dUTP Nick end labeling)

Es un ensayo implementado para determinar los fragmentos de ADN cortados
por la accion de endonucleasas por medio de una transferasa terminal (Gavrieli,
Sherman y Ben-Sasson, 1992) que adiciona nucleétidos marcados al ADN en
extremos 3" libres. Dichos nucleétidos pueden estar marcados con fluorescencia, o
bien se pueden detectar por métodos de inmunohistoquimica. Durante la necrosis
también se presenta degradacion de ADN aunque ésta no presenta el patrén de
degradacion internucleosomal presente en la apoptosis, pero esto no es posible de
distinguir por este método (Grasl-Kraupp et al., 1995) por lo que se sugiere que se

complemente con otra técnica, como puede ser la evaluacion morfoldgica.

+ Deteccion de la activaciéon de caspasas

Las caspasas son una serie de cistein-proteasas que se encuentran en forma
de zimbgeno en todas las células (Thornberry y Lazebnik, 1998). La activacion de la
caspasa 3 se utiliza como marcador temprano de la apoptosis (Benjamin et al., 1998),
por ejemplo, si se aplica el sustrato de reconocimiento Z-DEVD-AFC a la caspasa-3
(efectora) (INVITROGEN™, 2009). Esta actividad puede ser determinada por varias
técnicas como Western blot, Inmunoprecipitacion e Inmunohistoquimica (Elmore,
2007).
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+ Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Este ensayo se basa en la deteccion del contenido de ADN en la célula. Al
haber degradacion del ADN se van a encontrar células que presentan un menor
contenido de ADN, lo cual aparece en el histograma de la citometria por debajo de la
region en la que se encuentran las células antes de la replicacién del ADN (G0-G1),

por lo que podrian estar en apoptosis (Telford, King y Fraker, 1991).

+ [Fragmentacion de sustratos

Se puede medir el fraccionamiento de muchos sustratos implicados en la
cascada de sefializacion celular, un ejemplo de ellos es la enzima Poli ADP-Ribosa
(PARP), fraccionada en estadios apoptoticos tardios por parte de la caspasa-3
(ejecutora) (Zhivotovsky y Orrenius, 2001; ElImore, 2007). Se reporta que este sustrato
es cortado en dos fragmentos de 89 y 24 kDa cada uno, que se pueden determinar por
Western o inmunohistoquimicamente con el anticuerpo PARP-p89 (Zhivotovsky vy

Orrenius, 2001; Huerta et al., 2007), diferenciando apoptosis de necrosis.

+ Ensayos mitocondriales

Se puede determinar la transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT), el
estado de oxidorreduccion, la actividad metabdlica mitocondrial, la liberacién de
citocromo c, proteinas reguladoras pro o anti-apoptoéticas, entre otros factores (Elmore,
2007). Se sabe gque la pérdida de potencial transmembranal mitocondrial puede ser
evaluada en citometria de flujo utilizando fluorocromos lipofilicos catidnicos
permeables; los principales marcadores son Rodamina 123 o DiOC6 (3) y JC-1
(INVITROGEN™, 2009). Para detectar las proteinas liberadas hacia el citosol se
emplean generalmente anticuerpos que garanticen su reconocimiento y observacion.

Existe una serie de kits que permiten esta determinacién (INVITROGEN™, 2009).
+ Evaluacioén de la simetria de la membrana celular

Como ya hemos indicado anteriormente, la fosfatidil serina (una molécula que se
encuentra orientada hacia el interior de la célula) cuando una célula entra en el

proceso de muerte por apoptosis, uno de los eventos tempranos es la exposicion de

fosfatidil serina hacia el exterior de la membrana celular. Debido a este cambio en la
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simetria se han desarrollado métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidil

serina en el exterior de la membrana celular.

En la categoria de alteraciones membranales se reporta uno de los ensayos mas
importantes, el de anexina V conjugada con una gran variedad de fluorocromos: Alexa
Fluor (350, 488, 568, 594 y 647), Fluoresceina (FITC), Verde de Oregon 488, R-
Ficoeritrina, Aloficocianina y Pacific Blue (INVITROGEN™, 2009) para la deteccion de
células apoptdticas. La anexina V (molécula que no es capaz de difundir a través de la
membrana) es una proteina recombinante que se une especificamente a residuos de
fosfatidilserina, los cuales se encuentran expuestos en la cara externa de la membrana
plasmética, y es un biomarcador efectivo en células apoptéticas (Bratton et al., 1997,
Arur et al.,, 2003; Pozarowski et al., 2003; Vermes, Haanen, Steffens-Nakken y
Reutelingsperger, 1995; Elmore, 2007; Martinez, 2009). La anexina V puede ser
combinada con un marcador de ADN que no sea permeable a la membrana y que nos
permita saber si la integridad de la membrana se ha perdido (Alfaro et al., 2000), con

el fin de distinguir células apoptéticas de necréticas.

Se ha evidenciado que la combinacién de anexina V-FITC y el marcador
catiénico ioduro de propidio (IP) puede garantizar esta diferenciacion, registrando
células no apoptéticas (anexina V-FICT negativo / IP negativo), células en apoptosis
temprana (anexina V-FICT positivo / IP negativo) y células necréticas (anexina V-FICT
positivo / IP positivo) (Pozarowski et al., 2003; Zhivotovsky y Orrenius, 2001;
Mukhopadhyay et al., 2007; Gasser, Hehl y Millward, 2009). Las muestras son

analizadas en citometria de flujo brindando una cuantificacion objetiva y rapida.

Esta técnica requiere de la utilizacion de células integras, por lo que su uso se
recomienda para estudios in vitro, aunque también puede ser utilizada en andlisis de
apoptosis en muestras obtenidas para analisis citolégicos, o bien para detectar

apoptosis en sangre (Wals, Dewson, Wardlaw, Levi-Schaffer y Mogbel, 1998).
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Tabla 9. Resumen de las principales técnicas y sus caracteristicas mas relevantes
(Martinez, 2009)

Discrimina .
. Estadio que detecta
Metodologia NECTOSIS Cualitativo Cuantitativo
Si No Temprano Tardio
HE _ X X X
(hematoxilina/eosina)
TEM
(microscopia de X X X
transferencia de
electrones)
Fragmentacion de ADN-
X X X
Marcadores
Tunel X X X X
Activacién de caspasas X X X X X
Fragmentacion de
sustratos (ejemplo: X X X
PARP)
Anexina V-FITC + IP X X X X X
(ioduro de propidio)
Ensayos Mitocondriales X X X X X

A pesar de que se han disefiado una gran variedad de técnicas dependientes
de variables apoptéticas evidentes, no se ha establecido una Unica metodologia que
sea lo suficientemente especifica a la hora de la determinacion de los niveles de

apoptosis in vitro.

[1.9. CICLO CELULAR

El ciclo celular es uno de los procesos celulares basicos para el crecimiento y
proliferacién normal de una célula, cuya regulacién y progreso puede resultar alterada
por xenobidticos que pueden desequilibrar la via de transmision, lo que se manifiesta
como toxicidad al promover la proliferacién celular, interrupcién del ciclo celular,

apoptosis o iniciacion neoplasica (Repetto y Repetto, 2009).
Este ciclo consiste en la secuencia ciclica de procesos en la vida de una célula

eucariota que conserva la capacidad de dividirse. Consta de dos periodos

diferenciados: la interfase y la fase M o mitosis (Schreck, Rieber y Baeuerle, 1991).
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La interfase es un periodo en el cual la célula se encuentra en constante

crecimiento y se divide en 3 fases diferenciadas (Leonard, Harris y Shi, 2004):

- Fase G1 (Gap 1): primer periodo de crecimiento tras la division. La célula aumenta de
tamafio y sintetiza nuevo material citoplasmético, principalmente ARN y proteinas.

- Fase S o de Sintesis: en esta fase tiene lugar la replicacion del ADN, necesaria para
la divisién celular. Al finalizar este periodo, el ndcleo de la célula contiene el doble de

cromosomas y proteinas nucleares que al principio.

- Fase G2 (Gap 2): segundo periodo de crecimiento, en esta fase se contindan
sintetizando ARN y proteinas, el final queda marcado por la aparicién de cambios en la
estructura celular, que se hacen visibles con el microscopio y que nos indican el

principio de la mitosis o divisién celular.

- La fase M tiene lugar justo después de la fase G2. En este momento la célula deja de
crecer y de producir proteinas, y comienza la division celular, que consta de dos
eventos: i) la mitosis o divisién del nucleo vy ii) la citoquinesis o division del citoplasma
en dos células hijas. Existe otra fase conocida como Fase GO o Gap 0, que es aquella
en la que se encuentran las células que, en un momento dado, han dejado de
dividirse, conocido como estado de quiescencia, bien de forma temporal o bien de

forma permanente, por ejemplo en el caso de las neuronas.

Algunas de las caracteristicas del ciclo celular, incluyendo el tiempo requerido
para completar ciertos eventos, varian mucho de un tipo de célula a otro, inclusive en
el mismo organismo. Sin embargo, la organizacion basica del ciclo es esencialmente la
misma en todas las células eucariontes, de tal forma, que parecen utilizar una
maquinaria con mecanismos de control similares para accionar y regular la mayoria de

los eventos en el ciclo celular.

La transicion de una fase a otra del ciclo celular es un proceso que se
encuentra sujeta al estricto control que ejercen diversas proteinas, entre las que se
encuentran las ciclinas, las kinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) y los inhibidores
de CDKs (CKIs) (van der Heuvel, 2005). Las CDKs son activadas por la union a
ciclinas, de modo que las oscilaciones en la actividad de estas kinasas se deben
principalmente a cambios en la cantidad de ciclinas disponibles en la célula. Los

niveles de ciclinas y por tanto la actividad de las CDKs, son dirigidos por un complejo
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grupo de mecanismos que incluyen la transcripcion regulada de los genes que
codifican ciclinas y de la degradacién proteolitica de éstas en etapas especificas del
ciclo. Los niveles de CDKs permanecen constantes durante el ciclo celular, en
contraste con las proteinas a las que se unen las ciclinas, cuya expresion aumenta y
disminuye dependiendo de la fase del ciclo celular (Evans, Rosenthal, Youngblom,
Distel y Hunt, 1983; Pines, 1995).

Hasta el momento se han identificado nueve CDKs, cinco de las cuales son
activas durante el ciclo celular, y dieciséis ciclinas de la cuales algunas de ellas
intervienen en el control del ciclo (Peng, Chou y Hsu, 1998). Cuando las CDKs se
activan inician procesos de fosforilacion en otras proteinas (Morgan, 1995; Pines
1995).

Entrada en mito J J
Factor promotor J
?lg‘l;?vi x;m_osis / J

k ) Ciclinas
Cdk-ciclina , 5
j J) / kgdk-ciclma
9
Ciclinas
mitéticas

‘B
v
[ Y
r ‘=

Figura 18. Etapas del ciclo celular

Degradacién

(Fuente: www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_genetica/ap02_ciclo_celular.php)

La progresion del ciclo celular se produce por la activacion de varias ciclinas.
Una vez se produce la citoquinesis, las células entran en la fase G1. Para la entrada
en la fase G1 es necesaria la unién de las ciclinas D1, D2 y D3 con las CDK4 y CDK6
y la ciclina E asociada a la CDK2 regula la progresion de la fase G1 a S (Ohtsubo,

Theodoras, Schumacher, Roberts y Pagano, 1995). Durante la fase S es necesaria la
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intervencion del complejo ciclina ACDK2 (Girard, Fernandez y Lamb, 1991; Walker y
Maller, 1991). En la fase tardia de G2, la ciclina A se une a CDK1 y promueve la
entrada de la célula en la fase M. La fase de mitosis es regulada por la ciclina B1 unida
a CDK1. La degradacion de la ciclina B asegura que se lleve a cabo la etapa de la
mitosis. (Arellano y Moreno, 1997; Baker, Dawlaty, Galardy y van Deursen, 2007).

Cuando este sistema de control recibe una sefal inhibitoria (por ejemplo de un
CKIl), tal como la que se genera cuando alguin proceso del ciclo estd incompleto, se ha
producido algun dafio en el ADN, o las condiciones no son viables para la division, el
ciclo celular se bloquea en 2 puntos de transiciébn o puntos de control (checkpoints)
con el fin de proporcionar tiempo suficiente a la célula para reparar el ADN (Damia y
Broggini, 2004; Kastan y Bartek, 2004; Karlsson-Rosenthal y Millar, 2006):

El primer punto se presenta en G1/S en este momento se definen las
condiciones adecuadas para la replicacién, etapa que se denomina G1 arrest. Si existe
un dafio al ADN, los sistemas de reparacién se activan retrasando la progresion del
ciclo; si el dafio es irreparable, se activan las vias apoptéticas. Esto impide la
replicacion de células que tienen dafios en el material genético como mutaciones o
rompimientos cromosoémicos. El segundo punto se presenta en G2/M, donde se
establece si el proceso del replicacién del ADN fue exitoso y en caso negativo se
desencadenan eventos para eliminar estas células (G2 delay). Cuando se activan los
procesos de reparacion del ADN durante la replicacién, la fase s avanza muy
lentamente, mientras que si se interfiere con los procesos mitéticos, suele presentarse
una pausa en la metafase para prevenir una distribucién asimétrica de los
cromosomas. Para funcionar adecuadamente los puntos de control incluyen sensores
de dafio, como proteinas de la familia RAD, y traductores, las familias CHK cinasa. Las
moléculas efectoras de los puntos de control difieren dependiendo de la etapa: en
G1/S, la detencién del ciclo celular depende principalmente de p53, que induce al
inhibidor del ciclo celular p21; en G2/M, la deteccién del ciclo celular implica procesos
dependientes e independientes de p53. No obstante, la prolongacion del transito en el

ciclo celular contribuye a la supresion del ciclo celular (Kumar, Abbas y Fausto, 2005).
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11.9.1. CICLO CELULAR Y CITOMETRIA DE FLUJO

La medicibn del ADN ha sido una de las primeras y mas empleadas
aplicaciones de la citometria de flujo (Melamed, Mullaney y Shapiro, 1991; Barlogie,
Spitzer y Hart, 1976).

El analisis de ciclo celular permite conocer la cantidad de ADN que hay en cada
célula. Esto es util porque permite conocer las células que han duplicado su ADN
(doble intensidad de fluorescencia) o que tienen el ADN cromosémico fragmentado
(ADN de pequefio tamafio) (Gémez, 1998).

Se dispone de muchos fluorocromos que se unen especificamente a las bases
del ADN. La sefal fluorescente es proporcional a la union del fluorocromo al acido
nucleico que es de tipo estequiométrico. Los fluorocromos que se usan para la
cuantificacion de ADN por citometria de flujo se clasifican en funcién de su mecanismo
de union. Los intercalantes, como el bromuro de etidio, ioduro de propidio y naranja de
acridina, se unen al material genético de doble cadena intercalandose entre las dos
bases; los de unién preferente a las bases adenina-timina, como DAPI, DIPI y Hoescht
y; por ultimo, los de unién preferente a las bases citosina-guanina, como la

mitramicina, olivomicina, y cromomicina (Gémez, 1998).

11.9.1.2. Grupos generales de fluorocromos

Se describen cuatro grupos basicos que tienen algunas diferencias, sobre todo en el
espectro de absorcion, lo que debe ser tenido en cuenta puesto la posibilidad de
utilizarlos viene limitada por la fuente de iluminacion del citémetro. Los fluorocromos
mas ampliamente utilizados en la cuantificacion de ADN y estudio de las fases del

ciclo celular son los siguientes (Langlois, 1989):

- Phenantidium son del tipo del bromuro de etidio e ioduro de propidio. Tienen
especificidad por el ADN y ARN de doble cadena, de modo, que la muestra requiere
de tratamiento con ARNasa si solo se desea medir ADN (Ormerod, 1990). El espectro
de excitacidn se encuentra en el azul/verde-rojo. Precisan de células muertas y fijadas
puesto que no atraviesas membranas celulares integras. La intensidad de la sefial y la
especificidad de la uniéon de ve disminuida por la union secundaria inespecifica a los
grupos fosfato, incubacién con proteasas, presencia de ADN en estructura Z y por el

doble marcaje con bromodeoxiuridina. La tincion no se afecta por el pH del medio ni la
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composicion de bases. El ioduro de propidio, al no atravesar membranas integras,
puede emplearse también para discriminar células viables de no viables (Sasaki,
Dumasy Englemann, 1987).

- Bismenimidazoles y afines son del tipo Hoescht, DAPI y DIPI. Tienen elevada
especificidad por el ADN y se unen a las bases adenina-timina. Su excitacion se
produce en el ultravioleta-azul. Pueden tefiir células vivas puesto que son capaces de
atravesar membranas celulares integras. Disminuye la intensidad y especificidad de la
tincion el pH &cido (que aumenta la unién secundaria a los grupos fosfato), la
concentracion de colorante en exceso y la presencia de bromodeoxiuridina. EI DAPI y

DIPI se usan para hacer las bandas cromosémicas.

- Cromomicina y similares como la cromomicina A3, mitramicina y olivomicina. Se
unen a las bases citosina-guanina del ADN. La excitacion se produce en el espectro
ultravioleta-azul/verde. Requieren del ion magnesio para la unién al ADN y pueden
tefiir células vivas. La tincion del ADN no se afecta por el pH. Se han usado en
combinacién con bismenimidazoles para realizar el cariotipo por citometria de flujo
(Vitale, Manzoli, Maraldi y Papa, 1990; Gémez, 1998).

- Otros fluorocromos son la quinacrina (que es intercalante) y el naranja de acridina
(unién al ADN y ARN bicatenario que, ademas, tiene la particularidad de que el
espectro de emision es diferente si estd unido a ADN o a ARN). Hay una serie factores
gue afectan a la union del cromoforo al ADN (Langlois, 1989).

El tipo de muestra a analizar, dependiendo de la composicion de bases del
ADN, de la presencia de bases modificadas, como la bromodeoxiuridina o metilacion y
de la estructura del ADN, influyen en los resultados que se obtienen si se comparan
tinciones con diferentes fluorocromos que tienen afinidad selectiva por determinadas
bases. Una unién fuerte entre las proteinas cromosomicas y el ADN dificulta la
incorporaciéon del fluorocromo al material genético. Determinados fluorocromos no
atraviesan la membrana citoplasmética, como el ioduro de propidio, y otros tienen
tendencia a unirse a componentes intracelulares. La quimica, cinética y equilibrio de la
union depende de la concentracién de sales y de la fuerza i6nica del medio. La
cromomicina necesita la presencia de magnesio en el medio para unirse al ADN y el
pH acido favorece la union secundaria inespecifica del Hoescht. Para conseguir una
tincion especifica y correcta se requiere de especial cuidado en la concentracion del

fluorocromo y las condiciones y el tiempo de incubacion.
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11.9.1.3. Estudio del ciclo celular y las aneploidias

En el estudio del ciclo celular la intensidad de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de fluorocromo que a su vez es proporcional a la cantidad de ADN de la
célula (Hiddeman, Schumann y Andreeff, 1984). Hay cierta variacion entre el resultado
tedrico y el obtenido debido a la variacién bioldgica en la tincion y en la lectura, por
ello, se define el coeficiente de variacion (CV) que nos da una idea de la semejanza
de los resultados obtenidos a la realidad y que hace necesario el empleo de
programas informaticos para discriminar correctamente el porcentaje de células en

cada una de las fases del ciclo celular.

A partir del histograma monoparamétrico de los canales de fluorescencia del
croméforo que se ha unido al ADN, para calcular la fase S se pueden emplear varios
métodos informaticos: rectangular, lineal, polinomial, Gauss (Gray, Dolbeare, y
Pallavicini, 1991).

El término aneuploidia, por citometria de flujo, significa la presencia de una
poblacion con un contenido en ADN diferente a un control de células semejantes y en
igual fase del ciclo celular (Hiddeman et al.,, 1984). El termino de aneuploidia
citométrica no es semejante al de aneuploidia citogenética y la ausencia de
aneuploidia por citometria de flujo no excluye la presencia de alteraciones
citogenéticas que no conlleven a un aumento del la cantidad total de ADN
(translocaciones balanceadas, etc.) (Shackney et al., 1990). Se define como indice de
ADN (ID) al cociente entre la moda del pico GOG1 de la poblacion problema y la moda
del pico GOG1 del control (en %). A partir de ahi, se define la siguiente terminologia:
diploide si ID igual 1, aneuploide si ID diferente de 1, hiperploide si ID superior a 1,
hipoploide si ID inferior a 1, poliploide si ID es igual a 1.5, 2, 2.5, etc. y haploide si ID
esigual a 0.5 (Riley y Mahin, 1989).

Un problema importante en la lectura de algunas muestras es la discriminaciéon
de dobletes que interfieren y aumentan, artefactualmente, la fase de mitosis (Gomez,
1998). La solucion se debe buscar en el procedimiento técnico, en criterios de
standardizacion y en soluciones citométricas del andlisis de la sefial (Rabinovitch,
1991). Hay citbmetros que pueden mediante la sefial de la altura, anchura y area del
pico de fluorescencia discriminar entre células en G2M y dos células unidas en GOGL1.
Se define como criterio de aneuploidia la presencia de dos picos en canales diferentes

de fluorescencia con dos poblaciones en la muestra (Hiddeman et al., 1984). Se
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acepta que el coeficiente de variacion de la poblacion aneuploide suele ser mayor que
la euploide, de modo, que si se obtiene un histograma con dos picos y desconocemos
cual de ellos es el diploide se aceptara que se esta ante la presencia de una poblacion
hiperploide o se escogerd como aneuploide el pico con un mayor coeficiente de
variacion. Ante un histograma dudoso se puede buscar la presencia de células en la
region de G2M de la poblacién problema dudosamente aneuploide, la existencia de
proporcionalidad entre las fases de los ciclos celulares o comprobar la existencia de

aneuploidia con diferentes técnicas (Gomez, 1998).

11.10. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Durante el metabolismo aerobio se generan constantemente pequefas
cantidades de sustancias reactivas de oxigeno (ROS) como respuesta a estimulos

externos e internos.

Estas especies de oxigeno citotdéxico pueden clasificarse en 2 tipos: los
radicales libres, como el radical superoxido (O,) y el radical hidroxilo (OH") y las
especies de oxigeno no radicales, como el peroxido de hidrégeno (H,0,), el oxigeno
singlete (O%), que resulta una especie muy toxica, el peroxinitrito (ONOO) y el &cido
hipocloroso (HOCL) (Rybczynska, 1994).

Estas minimas concentraciones de ROS pueden ser indispensables en muchos
procesos, como el sistema de sefiales intracelulares (que esta relacionado con otros
procesos como la proliferacion celular y la apoptosis), la transduccion de sefiales, la
neurotransmision, la relajaciébn del musculo liso, el peristaltismo, la agregacién
plaguetaria, la modulacion de la presion arterial, el aprendizaje y la memoria, la
producciéon de energia, la fagocitosis, la regulacion del crecimiento celular, la
sefalizacién celular, la sintesis de compuestos biol6gicos importantes, la inmunidad y
la defensa contra microorganismos (Gomes, Fernandes y Lima, 2005). Sin embargo,
altas dosis o una eliminacién inadecuada de ROS dan lugar a estrés oxidativo, que
puede causar graves disfunciones metabdlicas, el agotamientos de antioxidantes
celulares, dafio a macromoléculas biolégicas y la creacion de la lesion oxidativa que
resulta en una reduccion de la diferenciacion, proliferacion o la promocién de proceso
de muerte celular (Pae et al., 2003; Liu et al., 2003, Liu, Wu, Yu y Su, 2007; Abid-
Essefi et al., 2004; Wang et al., 2006; Bouaziz et al., 2008; Ferrer, Juan-Garcia, Font 'y
Ruiz, 2009). Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la peroxidacion lipidica,

cuya prevencion es esencial en todos los organismos aerobios, ya que los productos
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derivados de este proceso pueden interactuar con el ADN y son potencialmente
mutagénicos. Los epodxidos formados pueden reaccionar espontaneamente con

centros nucleofilicos en la célula o unirse a los acidos nucleicos (ADN y ARN).

Aunque los ROS pueden provenir de diferentes organelas, las mitocondrias son
consideradas las principales productoras de ROS. Estas producen principalmente
anion superéxido (O,) y peréxido de hidrégeno (H,O,) (Kim, Minkler, Salomon,
Anderson y Hoppel, 2011). Aproximadamente el 80% del anion superédxido es
producido por las mitocondrias (Hemann, Velayutham y Zweier, 2011).

La produccion de ROS celular puede verse aumentada por xenobi6ticos, por
ejemplo, mediante la inhibicidon de transporte mitocondrial de electrones con posterior
acumulacién de intermediarios reactivos, mediante la inactivacion de enzimas

antioxidantes, o por el agotamiento de captadores de radicales.

Las especies reactivas de oxigeno estdn a menudo implicadas en la toxicidad
producida por algunos metales como el cadmio (Liu, Kershaw y Klaassen, 1990; Liuy
Jan, 2000; He, Chen y Ma, 2008; Liu, Qu y Kadiiska, 2009) en una gran variedad de
cultivos celulares. Se ha sugerido que el mecanismo de toxicidad aguda del cadmio
implica el agotamiento de glutatiéon y los grupos sulfhidrilo unidos a proteinas, lo que
resulta en una mayor produccién de ROS (i6n superéxido, peréxido de hidrégeno y
radicales hidroxilo) (Manca, Richard, van Tra y Chevalier, 1994; Bagchi et al., 1997,
Liu y Jan, 2000). El aumento de ROS producido por el cadmio a su vez produce la

peroxidacion lipidica ocasionando como consecuencia dafio sobre el ADN.

El selenio también ha sido sugerido como un semimetal que puede causar
dafio en membranas y proteinas al producir ROS (Spallholz, Palace y Reid 2004).
Spallholz y Hoffman (2002) sugiere que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
desempefiar un papel importante en la induccion de la toxicidad de selenio en las aves
expuestas a altos niveles de selenio y también ha sido sugerida en sistemas de

mamiferos (Lin y Spallholz, 1993; Albrecht, Pélissier y Boisset, 1994).

En sistemas de mamiferos, el metabolismo de compuestos cataliticos de
selenio (por ejemplo, selenito) puede producir metabolitos intermediarios capaces de
generar radicales libres (Spallholz, 1994). GSH, un ubicuo sulfhidrilo que contiene la
célula, juega un papel importante en este proceso (Arteel y Sies, 2001). GSH

reacciona con selenito y produce persulfuro de selenio altamente reactivo (Ganther,
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1971) y radical tiol (Arteel y Sies, 2001). El primero puede producir anién superoxido
(O,) de forma espontanea en presencia de oxigeno ademas, aniones de persulfuro de
selenio también pueden reaccionar con GSH para producir hidrégeno seleniuro, y la
conversion de seleniuro de hidrégeno por selenio elemental produce anion superéxido
(Lin y Spallholz, 1993). Por otro lado, los radicales tiol pueden reaccionar con GSH
para formar radicales de glutation disulfuro (GSSG) (Arteel y Sies, 2001). El doble
papel de GSH, tanto como un antioxidante y un pro-oxidante, se ha analizado en
células de hepatoma humanas expuestas a selenito (Shen, Yang, Liu y Ong, 2000).
Por lo tanto, la implicacion de GSH en el metabolismo de selenio puede agotar su
almacenamiento intracelular durante la exposicion a selenio, produciéndose como
resultado la pérdida de redox tiol celular. La acumulacién de radicales libres puede
oxidar las membranas celulares y macromoléculas, lo que resulta en la pérdida de la
integridad estructural de la célula, y en ultima instancia conducir a la muerte celular
(Weiller, Latta, Kresse, Lucas y Wendel, 2004). El selenio puede inducir la muerte
mediada por apoptosis o necrosis (Shen et al., 2000; Kelly, Havrilla, Brady, Abramo y
Levin, 1998).

Para reducir al minimo los efectos negativos de ROS, las células poseen una
capacidad antioxidante como sistema de defensa, que utiliza mecanismos enzimaticos
y no enzimaticos. Este sistema de defensa incluye enzimas tales como la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa
(GR) y glutation transferasa (GST), mientras que las defensas antioxidantes no
enzimaticas incluyen glutation, vitaminas E, C y A, los carotenos y ubiquinol10. Por lo
tanto, si la produccién de radical de oxigeno excede la capacidad antioxidante de la
célula se produce el estrés oxidativo, es decir, el desequilibrio entre el componente

celular pro-oxidante y los niveles de antioxidantes.

El estrés oxidativo resultante del aumento de la produccion de ROS esta
implicado en una serie de procesos patolégicos como la inflamacion o
carcinogenicidad, y contribuye a la toxicidad celular de un amplio espectro de
xenobidticos. Un componente critico del sistema de defensa antioxidante celular y en
el mantenimiento del potencial redox celular es el tripéptido glutation (GSH) (Jos,

Camean, Pflugmacher y Segner, 2009).
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11.10.1. PRINCIPALES SONDAS EMPLEADAS EN CITOMETRIA DE FLUJO PARA LA
DETECCION DEL ESTRES OXIDATIVO

11.10.1.1. 2,7- Diclorodifluorescein (DCFH)

La sonda 2,7-Dichlorodihidrofluorescein diacetato (DCFH-DA), es de
composicion apolar y tiene la capacidad de atravesar la membrana plasmética. Una
vez dentro es hidrolizada por esterasas de la célula a diclorofluoresceina (DCFH) que
en presencia de especies reactivas de oxigeno, se convierte en su forma fluorescente
(DCF) (Wang y Joseph, 1999; Halliwell y Whiteman, 2004). Este método es
excepcionalmente sensible y proporciona una medida directa de estrés oxidativo en
general que detecta oxidantes intracelulares (Ferrer et al., 2009).

Anteriormente esta sonda se utilizaba como indicadora de la presencia de
H,0O,. Otros autores consideran DCFH una sonda sensible no solo para H,O, en
presencia de peroxidasas celulares, sino también para la determinacion de ONOO" y
OH°’. Actualmente existen diversos estudios que indican que la transformacién de
DCFH a DCF esta también mediada por diferentes procesos celulares (Kalyanaraman
et al., 2012).

Estos incluyen los radicales hidroxilo (OH") formados a partir de la interaccion
de peroxidasas o proteinas del grupo hemo con H,O,, NO, formado a partir de la
mieloperoxidasa / H,O, /sistema NO,, acido hipocloroso (HCIO), y especies reactivas
formadas a partir de la descomposicion del peroxinitrito (ONOO™ / ONOOH). La
descomposicidn del peroxinitrito también forma radicales OH™ y aniones de carbonato

(CO3) en presencia de bicarbonato.

El radical intermediario, DCF", formado a partir de la oxidacion de un electrén
de DCFH, reacciona rapidamente con O, (para formar superdxido (O;). La
dismutacion de O, produce a su vez H,O, lo que conduce a un aumento artificial de la
oxidacion de DCFH y por lo tanto a una amplificacion de la fluorescencia de DCF
(Folkes, Patel, Wardman y Wrona, 2009).

El citocromo C, una proteina hemo que es liberada por las mitocondrias al
citosol durante la apoptosis, es capaz de oxidar DCFH directa o indirectamente a
través de un mecanismo de tipo peroxidasa, formando DCF (Karlsson, Kurz, Brunk y

Nilsson, 2010; Lawrence, Jones, Wardman y Burkitt, 2003). Metales con actividad
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redox (por ejemplo, Fe?") promueven la oxidacion de DCFH en presencia de oxigeno o
H,0, (Qian y Buettner, 1999).

Debido a la existencia de varias sustancias que interfieren con la formacion de
DCF, esta sonda, cuando se utiliza en sistemas celulares, tiene un mejor uso como un
marcador de estrés oxidativo celular que como indicador de la formacién de H,O, u
otro ROS (Jakubowski y Bartosz, 2000; Tarpey, Wink y Grisham, 2004). De hecho
DCFH ha sido utilizado como un indicador de ruptura oxidativa en los macréfagos y
neutréfilos (Caldefie-Chézet et al., 2002) y también como una manera de estudiar la
produccién de sustancias oxidantes por la accidn de estimulo multiple en otra tipos de

células (Silveira, Pereira-da-Silva, Juel y Hellstein, 2003).

DCFHj, - DA
esterases
\
DCFH,
iron/H,0,
GSSG NAD* heme proteins
GS', CO57, NO3, "OH
H,0, | =— O3~ 05 H,O 3 2
oo o] |
0; - 0, DCFH '/DCF -
GSSG~ =S5 Gs', NAD 0,
GSH, NADH
05—~ [0
heme proteins/H,0,
light CO3™, NO3, 'OH )
(DCF)* DCF — > DCF
A < . . y
GSSG™ =-—— GS', NAD GSH, NADH
0, 0,
[B0: |=— o5 05 —=i0;]
GSSG NAL)*

Figura 19. Reacciones de oxidacion mediadas por el radical en presencia de oxigeno,

proteinas hemo y glutation (Zielonka, Kalyanaraman, 2008)
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[1.10.1.2. Dihidrorodamina 123

La DRh123 es el producto de la reduccién del fluorocromo especifico de
mitocondrias Rodamina 123 (Rh123). Esta sonda difunde pasivamente a través de la
mayoria de las membranas celulares y es oxidado a Rh123 cargado positivamente y

gue se encuentra en las mitocondrias.

Dihidrorrodamina (DHR) es la sonda mas utilizada para la medicion de ONOO'.
La oxidacibn DHR a rodamina esta desencadenada por varios oxidantes (OH, los
compuestos | y Il, y NO,), similares a DCFH. Por lo tanto, la oxidacion DHR a
rodamina no es especifica. La conversion de DHR a rodamina est4d mediada por un
compuesto intermedio DHR radical. La oxidacion de DHR estd mediada por
cogeneracion NO y O, y por oxidantes (NO, y OH) formados a partir de la rapida y
espontanea descomposicion de ONOO’, y la oxidacion de DHR no estd inducida
directamente por ONOO'. El radical intermedio, DHR, reacciona rapidamente con el
oxigeno. Por lo tanto, DHR sélo se puede utilizar como un indicador no especifico de
formacion intracelular de ONOO™ y HOCI (Kalyanaraman et al., 2012).

11.10.1.3. Dihidroetidio (HE)

El dihidroetidio se utiliza como una sonda fluorescente para la deteccion de
superoéxido (O,") debido a su especificidad relativa para este tipo de ROS (Bindokas,
Jordan, Lee y Miller, 1996; Benov, Sztejnberg y Fridovich, 1998; Barbacanne et al.,
2000; Walrand et al., 2003).

El dihidroetidio (HE) se utiliza habitualmente para analizar la explosién
oxidativa de los macréfagos, aunque también se ha observado que se oxida
significativamente en leucocitos no activados, tal vez debido al desacople de la

fosforilacion oxidativa.

El HE citosdlico fluoresce en el azul, pero una vez oxidado a etidio (E+), se
intercala en el ADN celular y fluoresce en rojo. Se utiliza en conjuncion con DCFH para

diseccionar el estrés oxidativo.

Sin embargo, existen autores que han encontrado limitaciones en cuanto a su
uso para detectar O," (Tarpey, Wink y Grisham, 2004). En primer lugar, el citocromo C

es capaz de oxidar HE, un aspecto importante en situaciones donde la principal fuente
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de O," es la mitocondria o en situaciones donde el citocromo c es liberado al citosol
durante el proceso de apoptosis. Debido a la interconexion entre el estrés oxidativo y
los procesos apoptoéticos, seria dificil asumir que en estas situaciones la oxidacion de
HE a E+ se deba Unicamente a la accién de O,” . En segundo lugar, el uso de altas
concentraciones de HE puede producir un aumento de la fluorescencia
independientemente de la produccién de O,", como resultado de la formacion de E+
gue excede la capacidad de unién de los acidos nucleicos mitocondriales. También es
importante destacar que HE puede ser oxidado por H,O, a través de peroxidasa no
especifica formando productos de oxidacion fluorescentes (Murrant y Reid, 2001).

Tabla 10. Resumen de las principales sondas empleadas

Deteccion de Longitud de onda Cambios en la Principales
ROS de fluorescencia aplicaciones

excitacion/emision producidos por
(hm) los reactivos

(o 520/610 Fluorescencia roja  Util para controlar
(probablemente el estallido
etidio) oxidativo en las
células
DCFH H.0,, OH*, ROO"* 498/522 Forma Util como
fluorescente DCF marcador de

estrés oxidativo

DHR H>0,/HRP, CIOH 505/529 Produccion de la Deteccién en
fluorescencia células de H;0q,
rodamina 123 CIOH y ONOO

1.11. EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR

11.11.1. INTRODUCCION

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la PCR estandar
utilizada para la cuantificacion de ADN de una muestra. Utilizando primers especificos
de secuencia, es posible determinar el nUmero de copias o la cantidad relativa de una

determinada secuencia de ADN.

Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reaccion de retro-
transcripcion (RT), puede determinarse la cantidad de mRNA de una muestra
mediante una cuantificacion relativa. Dicha cuantificacién se denomina relativa ya que

se compara entre diferentes muestras o tratamientos la cantidad relativa o relacion del
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MRNA de un gen especifico respecto a la cantidad de mRNA de un gen constitutivo

(control end6geno).

Para la cuantificacion, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de amplicén
producido. La cuantificacion del producto se produce mediante la adicion de
fluoréforos que se unen al amplicon de forma cuantitativa, de forma que a mayor
producto mayor fluorescencia se emitira. Los sistemas de PCR a tiempo real detectan
la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR y los softwares de
andlisis representan dicha fluorescencia graficamente respecto al nimero de ciclos. La
cantidad de amplicon producido es proporcional al numero de moléculas de ARN/ADN
iniciales, de forma que en aquellas muestras con mayor expresion del gen el amplicén

fluorescente aparecera en ciclos anteriores.

En una gréfica de amplificacién de PCR a tiempo real, el eje vertical representa
la cantidad de fluorescencia normalizada, y el eje horizontal el nUmero de ciclos. La
linea base se refiere a los ciclos iniciales en los que no hay cambios detectables en la
cantidad de fluorescencia, y so6lo se detecta la fluorescencia basal. Threshold es el
umbral en el que se produce un cambio significativo en la fluorescencia, y el corte
entre el Threshold y la curva de amplificacion determina el Ct o ciclo umbral que se
emplea para la cuantificacion. El calculo del Ct siempre se realiza en la fase

exponencial de la curva.

< Exponential phase —p | Afon. —P
/ exponential

/' plateau

2 phase

Fluorescence

VS SN S T N O e e

Figura 20. Gréfica de amplificacion de PCR
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11.11.2. FLUOROCROMOS EMPLEADQOS

Un método muy utilizado es el emplear fluor6foros que se unen a ADN de doble
cadena, como SYBR Green o Eva Green. El SYBR Green o el Eva Green se unen
inespecificamente al ADN de doble cadena y producen fluorescencia. Estos
fluorocromos no son especificos ya que se unen a toda molécula de ADN de doble
cadena, incluyendo los dimeros de primer. Otra alternativa, recomendada cuando hay
problemas de especificidad, es el uso de sondas especificas fluorescentes, como las
sondas de hidrdlisis TagMan-MGB o UPLSs.

Action of SYBR Green | Dye
=Y

..o [}
e e e >
<]
=3
_ - — °

1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

Figura 21. Fluorocromo SYBR Green

11.11.3. CONTROLES ENDOGENOS

La medida de la expresion génica por medio de PCR a tiempo real es una
cuantificacion relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresion
del gen objeto de estudio respecto a la expresibn de un gen constitutivo cuya
expresion no varia en las condiciones del experimento (control endégeno). Es lo que
se denomina como normalizacién de la expresién del gen especifico, 0 normalizar
respecto a la diferente concentracion de ARN total de las muestras, ya que si la
cantidad de control endégeno varia es debido a cambios en la cantidad de ARN total
empleada en la sintesis de cDNA, no a cambios en su expresién. Los genes mas
utilizados como controles enddgenos son: rRNA 18S, GAPDH, beta-actina, TBP,
HPRT, beta-2-microglobulina, entre otros.

11.11.4. METODOS DE CUANTIFICACION

Existen principalmente dos métodos de cuantificacion, dependiendo si la
eficiencia de amplificacion del gen objeto de estudio y el del gen de referencia son
comparables. El método del AACt se comparan directamente los Cts del gen testado y
gen de referencia (ACt) en cada muestra, y posteriormente se comparan los ACt de la

muestras experimental con respecto a la muestra control, para aplicar dicho método es
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necesario que las eficiencias de ambos genes sean similares. El otro método se basa
en la utilizacion de una recta estandar a partir de cDNAs de concentraciones
conocidas, y extrapolar la concentracion del gen en la muestra experimental a partir
del Ct obtenido, posteriormente se calcularia la relacion entre la cantidad del gen

testado y el gen de referencia, y se compararia dicha relacién entre las muestras.

[1.11.5. GENES OBJETO DE ESTUDIO

- Metalotioneina (Mta). Las metalotioneinas son algunas de las proteinas mas
importantes de proteccion de las células contra la toxicidad de metales pesados,
especialmente Cd, Hg, Cu y Zn (Morcillo, Esteban y Cuesta, 2016). Son proteinas de
bajo peso molecular, ricas en cisteina con alta capacidad de unién a metales y de
regular los estados redox (Lazo et al., 1995). Dona grupos tiol y neutraliza radicales
libres en las situaciones en que ROS son elevados. (Thornalley y Vasak 1985; Lazo et
al., 1995).

- Heat shock protein 70 (Hsp). Es parte de un grupo de proteinas de distinto peso
molecular (Hsp) encargadas de neutralizar situaciones de estrés celular. Se trata de
chaperonas capaces de transportar proteinas a través de membranas, involucradas en
los procesos de transcripcion (Tiwari, Thakur y Shankar, 2015) y bajo circunstancias
de estrés celular pueden agregar o desagregar proteinas, viéndose su expresion
incrementada (Shevtsov y Multhoff, 2016). El descenso o inhibicién de la proteina
HSP70 o HSP90 es suficiente para sensibilizar una célula para la apoptosis (Lanneau
et al.,, 2007; Kang et al., 2007; Neckers, Kern y Tsutsumi, 2007). Ademas, la
interaccion entre un péptido y una Hsp actlda en células presentadoras de antigeno del
sistema inmune innato y facilita la maduracion de células dendriticas, incrementa la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad | y Il, induce la secrecion de
citoquinas y modula éxido nitrico (Shevtsov et al., 2016).

- Bcl2 Associated Protein (Bax). Gen que trascribe a la proteina Bax (Bcl2 Asociated
Protein). Dicha proteina esta involucrada en la apoptosis (pre-apoptética) y establece
un equilibrio con Bcl2 (pro-apoptética, via intrinseca) (Morcillo et al., 2015). Las
proteinas de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL malo, y Bax) constituyen componentes
criticos para regular la activacion de las vias intrinseca de apoptosis permitiendo la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la subsiguiente liberacién del
citocromo c¢ (Danial y Korsmeyer, 2004). La translocacién de Bax y Bad proteinas

desde el citoplasma hacia las mitocondrias es critica para ejecutar la muerte celular
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apoptotica en respuesta al estrés oxidativo y dafio en el ADN (Youle y Strasser, 2008).

Ademas, BAX suprime la transformacién oncogénica (Zong et al., 2001).

- Catalasa (Cat). La produccién de peroxido de oxigeno se realiza, principalmente, por
la superoxido dismutasa y la reduccién del mismo se lleva a cabo por accion de la
enzima catalasa (Lushchak, 2011). La catalasa actua como “scavenger” eliminando los
radicales libres (reduciendo los ROS) e impidiendo la peroxidacién de lipidos. Ademas,
la catalasa inhibe la activacion de la p53 (proteina que induce apoptosis). Asi pues, la
catalasa es uno de los antioxidantes enzimaticos mas efectivos. Esta presente en
plantas, animales aerdbicos y anaerdbicos y se localiza en el peroxisoma celular.
Transforma de forma muy efectiva el H,O, en H,O+0O, siendo capaz una molécula de
catalasa de transformar 6 millones de moléculas de H,O, por minuto. Un descenso

significativo de su funcion se correlaciona con tumorogénesis. (Valko et al., 2006).

11.12. TOXICIDAD Y CELULAS EN CULTIVO

Los metales son objeto de estudio de numerosos estudios experimentales in
vitro, ya sea para comprobar sus efectos toxicolégicos en cultivos primarios, células
sanguineas o diferentes lineas celulares establecidas o como elementos de

destruccién de lineas celulares tumorales.

[1.12.1. CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad se refiere a los procesos adversos o interferencias con
estructuras y/o propiedades esenciales para la supervivencia, la proliferacion y/o la
funcién celular, incluyendo la integridad de la membrana plasmética y del
citoesqueleto, el metabolismo, la sintesis y degradacién de constituyentes celulares, la

regulaciéon de iones y la division celular (Seibert et al., 1996).

Existen diversos estudios donde se emplean células de origen renal o
hepatico para evaluar la citotoxicidad basal de diferentes metales (linea celular HK-2,
Peraza, Carter y Gandolfi, 2003; lineas celulares VERO y BGM, (Romero, GOmez-
Zapata, Luna y Garcia-Fernandez, 2004, linea celular PC12, Zhou et al., 2014).

Fischer (1976) estudio la resistencia de fibroblastos L-A de raton (L929) tras la

exposicion a plomo, mercurio y cadmio. Después de siete dias de exposicion muestra
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que las DLs, son 3.10* M para el plomo, 5-10°M para el mercurio y 1,3-10°M para el
cadmio, mientras que sus Cls, fueron de 4.10°M, 1,3-10°M y 7,5-10°M,
respectivamente para cada metal, por lo que el cadmio presenta una mayor toxicidad

para esta linea celular que el mercurio y el plomo.

Posteriormente, Skerb y Fischer (1984) estudiaron la toxicidad de cuatro
metales (Ni, Pb, Mn, Hg y Cd) en dos lineas celulares humanas, HelLa y fibroblastos
de embriones diploides ademas de en células de hamster chino V79 y en los
fibroblastos L-A de raton. Para Hela y los fibroblastos humanos la DLs, sigue el
siguiente rango de citotoxicidad: Ni** = Pb?* < Mn?* < Hg®* <Cd**. Mientras que en las
células L-A de ratén el niquel causa una mayor inhibicién que los otros metales, salvo

en el caso de cadmio.

También son numerosos los estudios de citotoxicidad realizados empleando
lineas celulares de peces. Babich, Shopsis y Borenfreund (1986) compararon la CEsg
para cadmio, zinc, cobre y niquel de dos lineas celulares, BF-2 (0,08, 0,19, 0,55y 2
mM para cada metal respectivamente) y RTG-2 (0,18, 0,64, 1,45 y 10 mM) mediante el
ensayo de rojo neutro, mostrando esta ultima una menor sensibilidad a los metales.
Estudios mas actuales (Morcillo, Esteban y Cuesta, 2016) han comparado la
citotoxicidad de diferentes compuestos inorganicos mediante diferentes métodos
citotoxicos, estableciendo asi un rango de toxicidad donde el metilmercurio presenta la
mayor toxicidad (0,01 mM) seguido del arsénico, cadmio, mercurio y plomo y el
siguiente rango de sensibilidad entre diferentes ensayos para evaluar la citotoxicidad:

rojo neutro > MTT > Cristal violeta > LDH.

Otros autores también han identificado una mayor citotoxicidad del cadmio
frente a otros metales como el plomo o el aluminio en lineas celulares de
neuroblastoma humano IMR32 (Gotti, Cabrini, Sher y Clementi, 1987) o en las células
de ovario de hamster chino (CHO) (Lin, Lee, Chen y Lin-Shiau, 1994). Sin embargo
algunos autores muestran una mayor citotoxicidad para el mercurio frente al cadmio en
células humanas del tubulo proximal (HPT) (Rodilla, Jenner y Hawksworth, 1998).
Dentro de los compuestos formados por cadmio, existen estudio que muestran una
CEso, mayor para el CdCl, frente a CdSO, a concentraciones entre 10” y 10° M en
células de rifién del tabulo proximal de cerdo (LLC-PK1), midiendo la citotoxicidad
mediante la captacion de rojo neutro tras 24 horas de exposiciébn a ambas sales

(Barrouillet, Ohayon-Court, Dubus, L'Azou y Nguyen, 2001).

91


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clementi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3507265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenner%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hawksworth%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9817076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohayon-Court%C3%A8s%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11566587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubus%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11566587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%27Azou%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11566587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20Ba%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11566587

REVISION BIBLIOGRAFICA

Determinados estudios comparan la citotoxicidad del cloruro de cadmio en
diferentes lineas celulares. Asi, Olabarrieta, L’Azou, Yuric, Cambar y Cajaraville (2001)
evaluaron los efectos del cadmio en células LLC-PK1 (a concentraciones de cloruro de
cadmio comprendidas entre 1-100 uM) y en hemocitos o células sanguineas de
mejillones (Mytilus galloprovincialis) (a concentraciones de cloruro de cadmio
comprendidas entre 10-2000 puM) comprobando tras 24 horas de exposicion la
viabilidad celular mediante CLso. Para los hemocitos mediante la técnica de captacién
de rojo neutro tiene un valor de 750 uM y para el ensayo de MTT un valor de 400 uM.
Para la linea celular LLC-PK1 mediante la captacion de rojo neutro la CLg, alcanza un
valor de 40 uM, 50 uM para el ensayo de MTT y 60 uM para el ensayo de LDH
deduciendo que los hemocitos muestran mayor resistencia al cadmio que la linea
celular LLC-PK1.

Algunos autores han realizado estudios de citotoxicidad combinando diferentes
metales. Keogh, Steffen y Siegers (1994) realizaron estudios de citotoxicidad en la
linea epitelial intestinal (1-407) utilizando el procedimiento de captacion del rojo neutro.
Tras 48 de exposicion a los téxicos observaron el siguiente rango de citotoxicidad con
respecto a la DLgy: HgCI, (32 uM) > CdCl; (53 uM) > CuCl, (156 uM) > T12S0O, (377
uM) > Pb(NOs3), (1,99 mM). Cuando combinaron los dos metales de mayor toxicidad,
no observaron efecto aditivo o sinérgico. Sin embargo, otros estudios revelan que la
citotoxicidad puede aumentar al combinar metales como el cadmio y el plomo (Kaji et
al., 1995, Hernandez-Garcia et al., 2014).

Algunos estudios incluyen diferentes tiempos de tratamiento. Bucio et al.
(1995), estudia los efectos del cloruro de cadmio y el cloruro de mercurio en la linea
celular WRL-68 (linea celular hepéatica humana) a 24 horas con una dosis de 0,5 uM
(tratamiento agudo), con una dosis de 5 uM (alta dosis aguda) y durante 7 dias con
una dosis de 0,5 uM (tratamiento crénico). El estudio de citotoxicidad muestra una
mayor liberaciéon de lactato deshidrogenasa para las células tratadas con cloruro de

cadmio.

En estudios realizados en células de ratén se han encontrado Clsy; menores de
10° mol/l para compuestos como el cloruro de cadmio y cloruro de mercurio e
inferiores a 10 mol/l para compuestos como el nitrato de plomo o el nitrato de cromo

(Yamamoto, Honma y Sumita, 1998).
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Romero et al. (2003, 2004), también han evaluado la citotoxicidad del cadmio y
el plomo sobre lineas celulares de origen renal estableciendo asi, mediante la técnica
de captacion de rojo neutro en la linea celular BGM para el cloruro de cadmio que la
CEy era de 0,062 mM, para el nitrato de plomo 1,38 mM y 1,04 mM para la linea

celular Vero tras 24 horas de exposicidn a los diferentes metales pesados.

Zhang, Mu, Fu y Zhou (2007) compararon la citotoxicidad producida por el
cloruro de cadmio en una linea celular de origen hepatico (células de hepatoma
humano, Bel-7402) y otra de origen renal (células epiteliales humanas del tubulo renal,
HK-2) mediante el ensayo de rojo neutro tras 24 horas de exposicion mostrando una
mayor citotoxicidad en células renales (Clso 1,35+0,21 pg/ml) frente a las células

hepaticas (Clso 3,73£0,2 pg/ml).

Recientemente se ha evaluado la toxicidad del cloruro de cadmio en células
renales de carcinoma humano. Sinha, Pal y Sil (2014) establecen una CLsy de 20 uM
para la linea celular SK-RC-45 y de 50 uM para la linea celular NKE tras 24 horas de
exposicion y mediante el ensayo de MTT.

Son menores los ensayos donde se emplean compuestos de cromo para
evaluar su efecto citotoxico. Bagchi et al. (2002), realizaron un estudio comprobando
los diferentes efectos que sales de cromo Il y VI producian comprobando un aumento
de especies reactivas de oxigeno y peroxidacién lipidica, fragmentacién del ADN y
muerte por apoptosis. Comprobaron que en macréfagos murinos diferentes
concentraciones de dicromato de sodio (0,2, 0,4 y 0,6 uM) no producen ningun efecto
tras 24 horas de tratamiento, sin embargo, observaron una disminucion significativa
dependiente de la concentracion en la reduccién de MTT. Wise, Wise y Little (2002)
estudiaron la citotoxicidad del cromato de plomo y el cromato de sodio en cultivos
primarios de fibroblastos bronquiales humanos, comprobando que ésta es dependiente
de la dosis. La supervivencia relativa fue del 87, 46, 26, y 2% tras la exposicion
durante 24 horas a 0,1, 0,5, 1y 5 g/cm?®de cromato de plomo y de 74, 57, 13 y 0% tras

la exposicion durante 24 horas a 1, 2,5, 5y 10 g/cm? de cromato de sodio.

Se han llevado a cabo estudios que comparan la toxicidad del cromo (VI) con
otros compuestos. Uroz, Anadon y Cap6 (2008) compararon las CLsy en cultivos
primarios de neuronas y astrocitos de rata tras 24 horas de exposicion a cloruro de

cadmio, metilmercurio e hidrato de cromo (para las neuronas 3,7 .10° 5 .10° y 5,34
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.10° M respectivamente para cada sal; para los astrocitos 3,73 -10°, 1,46 - 10°, 2,46
.10° M respectivamente para cada sal) mostrando los resultados una resistencia
aproximadamente diez veces mayor de los astrocitos con respecto a las neuronas

para los tres compuestos.

Sabaliauskas et al. (2011), estudiaron los efectos citotéxicos de materiales
protésicos permanentes. Para ello evaluaron los efectos sobre fibroblastos humanos
gingivales de una aleacion de cromo-cobalto mediante el ensayo de MTT. Los

resultados mostraron una disminucion de la viabilidad tras 48 horas de exposicion.

Los ensayos citotoxicos para compuestos de selenio se han realizado sobre
todo en compuestos de naturaleza organica. Misra y Niyogi (2009) sefialan la posible
toxicidad del selenito de sodio en hepatocitos de peces (trucha arco iris) estableciendo
una DL, de 587 uM. Casaril et al. (2015), muestra mediante el ensayo de MTT efectos

citotoxicos a dosis de 500 uM de PSAP (a-fenilselenil acetofenona) tras 24 y 48 horas.

También se presentan diferentes estudios donde se comprueban los efectos
citotoxicos del selenio sobre diferentes lineas celulares de carcinoma humano. Asi,
Romano, Plano, Encio, Palop y Sanmartin (2015) estudia los efectos del selenocianato
y diseleniuro sobre carcinoma de pulmoén (HBT-54), leucemia linfocitica (CCRF-CEM),
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de préstata (PC-3), siendo la
primera menos sensible (s6lo dos compuestos presentan Clsq inferiores a 10 uM),
frente a las otras tres lineas celulares (17 compuestos, 18 compuestos y 19
compuestos respectivamente muestran niveles inferiores a 10 uM). Estudios recientes
(Alcolea et al., 2016) muestran Cls, inferiores a 10 uM tras 72 horas de exposicion a
cuatro derivados diferentes de selenourea en seis lineas celulares de carcinoma
humano (melanoma, 1205Lu; carcinoma de pulmén, A549; carcinoma de prostata,
DU145; carcinoma colorrectal, HCT116; carcinoma epitelioide de pancreas, PANC- 1y

adenocarcinoma de pancreas, BxPC3).

Igualmente se han realizado estudios de citotoxicidad para comprobar el
efecto reparador o protector de bajas dosis de selenio tras la exposicion de diferentes
células a téxicos como el plomo o el cobre (McKelvey, Horgan y Murphy, 2015y Zhu et
al., 2014).
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El toxico que mayor numero de estudios presenta es el cadmio. Existen
diversos estudios in vitro en relacion a la exposicion al humo del tabaco. Asi, Song y
Koh (2012) demuestran la reduccion de la viabilidad dependiente de la dosis de cloruro
de cadmio mostrando que la viabilidad celular fue de 74,5 + 1,6% en el grupo de
control, el 68,7 £ 4,1% a 20 uM de cloruro de cadmio, 55,9 + 3,3 % en cloruro de
cadmio a 40 uM, 45,1 + 3.3 % en 60 uM cloruro de cadmio , el 35,4 + 3,6 % en 80 uM

de cloruro de cadmio, y el 25,6 + 2,4% en 100 uM de cloruro de cadmio.

Estudios recientes (Skipper, Sims, Yedjou y Tchouwou, 2016) muestran
mediante ensayo de MTT una DLs, de 3,6 ug/ml tras la exposicién durante 48 horas al

cloruro de cadmio en células de carcinoma de higado humano.

Tabla 11. Estudios de citotoxicidad realizados por diferentes autores

Autores Elementos o Células Efectos
compuestos
Fischer (1976) Pb, Hgy Cd Fibroblastos de raton Compara las CEs entre
(L929) los tres elementos
Skreb y Fischer (1984) Ni, Pb, Mn, Hg y Cd Linea celular Hela, Establecen un orden de
fibroblastos fetales citotoxicidad
humano, células de

Babich et al., 1986

Gotti et al.,, 1987

Keogh et al., 1994

Lin etal., 1994

Bucio et al., 1995

Kaji et al., 1995

Lin et al., 1995

Rodilla et al., 1998

Yamamoto et al., 1998

Barrouillet et al., 2001

Cd, Zn, Cuy Ni

Pb, Aly Cd

Pb(N03)2 Yy HgC|2

CdyPb

Cdy Hg

CdyPb

C4HsCdO4

CdClz, HgC|2, ZI’IC|2 Yy

Bi(NO3)3
43 sales de metales

CdCl, y CdSO,

hdmster chino V79 vy
fibroblastos de raton L-
Linea celular de alevin
de morraja de oreja azul
(BF-2) y de trucha de
arcoiris (RTG-2)
Neuroblastoma humano
(IMR32)
Epitelio de
humano (1-407)

intestino

Células de ovario de
hamster chino (CHO)

Células de higado fetal
humano (WRL-68)

Células de endotelio
vascular de aorta
bovina

Fibroblastos de embrién
de rata (REF) vy
fibroblastos de piel
humana (HFW)

HPT (células del tubulo
proximal humano)
Fibroblastos y células
osteoblasticas de ratén

Linea celular derivada
de células del tdbulo
proximal renal (LLC-

La linea RTG-2 es
menos sensible a los
metales

Efectos neurotdxicos a

largo plazo
Comparan los efectos
citotoxicos de CEso

entre los dos metales
Comparan los efectos
citotoxicos de ambos
metales

Compara efectos
citotoxicos entre ambos
metales

La citotoxicidad del Cd
aumenta debido al Pb

Compara el efecto
citotoxico de la misma
sal en dos lineas
celulares siendo
superior en REF
Establecen un orden de
citotoxicidad entre ellos
Su toxicidad depende
del tipo de metal, de su
concentracion 'y  su
estado quimico

CEsp mayor para el
cloruro de cadmio
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Olabarrieta et al., 2001

Bagchi et al., 2002

Wise et al., 2002

Romero et al., 2003

Romero et al., 2004

Zhang et al., 2007

Uroz et al., 2008

Misra y Niyogi, 2009

Romero et al., 2009

Choi etal., 2011

Sabaliuskas et al,,
2011

Misra, Hamilton y
Niyogi, 2012

Song y Koh, 2012

Saidi et al., 2013

Hernandez-Garcia et
al., 2014
Sinha et al., 2014

Casaril et al.,, 2015

Romano et al., 2015

Alcolea et al., 2016

CdCl,

Na>Cr,07

PbCrO4 y NaCrO4

CdCl,

Pb(NOs),

Acetaminofeno  (AAP),
mitomicina (MMQC),
CuCl,, fenacetina vy
CdCl,

CdCly,
Cr(OH)s

[CHsHg]" 'y

Na,SeO3

Cd, Pby Cd/Pb
(CH3CO0),Cd*H,0

Aleacion de
cobalto

cromo-

CsH11NO,Se

CdCl,

Cd, Pby Hg

Cd, Pby Cd/Pb

CdCl,

C14H1,0Se

Selenocianato y
diseleniuro
CH4N>Se

PK1)

Linea celular derivada
de células del tdbulo
proximal renal (LLC-
PK1) y hemocitos o
glébulos de mejillones
Macré6fagos murinos
(7774A.1)

Fibroblastos
bronquiales

primarios

Linea celular BGM

Lineas BGM y VERO

Células de hepatoma
humano (Bel-7402) vy

células epiteliales
humanas del tabulo
renal (HK-2)

Cultivos primarios de

neuronas de rata y
astrocitos
Cultivo  primario  de

hepatocitos aislados de
trucha de arco iris
Eritrocitos de
real

Fibroblastos de pulmén
humano
Fibroblastos
gingivales

anade

humanos

Hepatocitos aislados de
trucha arco iris

Células epiteliales del
cristalino humano

FTO2B higado de rata,
HepG2 hepatoma
humano y humana
hepatica WRL-68
Eritrocitos de ratonero
comun

Células de carcinoma
renal humano (SK-RC-
45) y células normales
humanas del tdbulo
proximal (NKE)

Células de ovario de
hamster chino

Cinco lineas de
carcinoma humano
Seis lineas celulares de

Comparan la toxicidad
del metal en ambas
células y establecen
gue los hemocitos son
mas resistentes
Mediante ensayo de
MTT disminucién de
succinato
deshidrogenasa
dependiente de la dosis
Citotoxicidad
dependiente de la dosis
y dafio cromosémico
Demuestra que dicha
linea es susceptible a la

actividad téxica  del
cloruro de cadmio
Ambas lineas  son

susceptibles a la
toxicidad del plomo
Compara la
citotoxicidad en ambas
lineas celulares y con
los distintos toxicos

Compara las Clsp de

los tres compuestos
tras 24 horas de
exposicion
Establecen la dosis letal
tras 24 horas de
exposicion al téxico
Establecen diferentes
CE

Establece la Clso en 8,5
uM

Efectos citotéxicos

mediante ensayo de
MTT a diferentes
tiempo de incubacion
Disminuye un 15% la
viabilidad celular tras
exposiciones superiores
a 1000 pM.

Reduccion de la
viabilidad dependiente
de la dosis

Solamente el Cd
presenta efectos
citotoxicos segun los
tiempos de exposicion
Establecen un rango de
toxicidad

Compara efectos
citotoxicos en ambas
lineas

Efectos citotoxicos
después de 48 y 72
horas

Establecen Clsg

Obtienen Clsp para
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cancer humano cuatro derivados de
selenourea
Malhotra, 2016 Particulas de selenio y Linea celular Test de viabilidad (MTT)
Na,SeOs3 fibroblastos
embrionarios de ratén
(NIH-3T3)
Morcillo et al., 2016 Cd, Hg, MeHg, Asy Pb  Linea celular de dorada Establece rangos de
(SAF-1) toxicidad entre los

diferentes  toxicos y
diferentes métodos de
citotoxicidad
Skipper et al., 2016 CdCl, Carcinoma de higado Induce toxicidad de
humano (HepG2) forma dependiente a la
concentracion

11.12.2. GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el
material genético, originando efectos bioldgicos adversos. Existen diversos efectos
provocados sobre el ADN. No obstante los principales son las aberraciones

cromosodmicas y cambios en el ciclo celular.

En cuanto al cadmio, Payette et al. (1995) determinaron como afecta en el ciclo
celular, 72 horas después de la estimulacién de la mitosis con concanavalina A (Con
A) en linfocitos de bazo de raton (C57BL/6). Los datos aportados por la citometria de
flujo mostraron que dosis de 0,6 uM aumentan el nimero de células en fase GO/G1,

mientras que disminuyen el nimero de células en fase Sy G2/M.

Meplan, Mann y Hainaut (1999) demostraron que el cadmio en células de
cancer de mama humano (MCF7) inhibe la unién de la proteina p53 al ADN. En este
estudio estimulan la mitosis celular mediante irradiacion gamma. Los errores en la
replicacion pueden generar células cancerigenas que la proteina p53 evita deteniendo
el ciclo celular en las fases G1 y G2/M, pero cuando las células estan expuestas a 20
uM de cadmio, la proteina p53 deja de actuar. Por lo que estas observaciones indican
que el cadmio en niveles subtéxicos deterioran la funcién de p53 mediante la induccion

de cambios conformacionales en la proteina.

Posteriormente, Chao y Yang (2001) estudiaron la funcién de las kinasas ERK
y MAPK en el ciclo celular de células de adenocarcinoma de pulmén humano (CL3)
tratadas con cadmio. Tras el tratamiento durante 2 horas a 40 uM de CdCl, entre las 6
y las 24 horas después constataron que la fase G1 disminuyod, la fase G2 aumenté y

no afectd significativamente a la fase S. Para comprobar si afectaba a la mitosis,
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estudiaron el indice mitético comprobando su aumento y la deteccion irreversible de la
mitosis. También analizaron el efecto del cadmio en la progresion desde la fase G2 al
resto de fases del ciclo celular mostrando que las células tratadas con 40 uM durante
la fase G2 se acumulaban en la fase M. Ademé&s observaron una alta poblacion de
células en fase sub-G1 22 horas después del tratamiento, lo que sugiere que el

cadmio desencadena la apoptosis.

Como se comenta anteriormente, existen diferentes estudios relacionados con
diferentes componentes del humo del tabaco. Mukherjee, Gupta, Kumar y Sikka (2004)
realizaron un estudio para comprobar cédmo el cadmio potencia la toxicidad inducida
por el benzopireno (BP) en fibroblastos humanos. BP produce un aumento en los
niveles celulares de la proteina p53 y ésta puede activar transcripcionalmente varios
genes diana, como la ciclina inhibidora de quinasa p21, que causa la deteccién del
ciclo celular en la fase G1. Cuando las células son tratadas durante dos horas con 0.5
uM de BPDE (ultimo metabolito carcinogénico de BP) aumenta el porcentaje de
células en la fase G1 y disminuye el numero de células en fase Sy G2 (de 52 a 72%
G1l, de 32 a 23% Sy de 17 a 5% G2). Pero cuando las células son también tratadas
con CdCl, durante 4h, los resultados vuelven a valores similares al control de forma
dependiente con la dosis de cadmio (entre 20 y 80 uM). Por lo que los resultados
manifiestan que niveles no citotéxicos de cadmio perjudican la induccién de la proteina
p53, inhiben la transactivacion de p21 y anula la deteccion del ciclo celular en la fase

G1 de forma dependiente con la dosis.

Existen varios estudios que relacionan la exposicion a cadmio con la deteccion
del ciclo celular en la fase G1 y G2/M. Yang, Chiu, Lin y Lin (2004) estudiaron los
efectos del cloruro de cadmio en células de ovario de hamster chino (CHO K1).
Cultivaron las células con 0,1, 0,4, 1 0 4 uM de cadmio para diversos intervalos de
tiempo. No hubo diferencia en la tasa de crecimiento para las concentraciones
inferiores a 0.4 uM tras un plazo de 24 h. Sin embargo, si observaron una reduccion
dependiente de la dosis de la proliferacion celular a concentraciones superiores a 0,4
uM. Se observo la detencion en G2/M cuando las células marcadas con BrdU fueron
tratados con 1 uM durante 8 horas, mientras que las células que recibieron 4 uM se
detuvieron en la fase S dentro de las 4 horas. El andlisis del ciclo celular de las células
tratadas durante 24 horas mostré que se produjo la detencion en la fase G2/M soélo

cuando las células recibieron de 0,8 a 2 uM cadmio. A pesar de la aparicion de G2/M
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detencion en el tratamiento Cd, sélo una proporcién limitada de las células se bloguea

en la fase M.

Kim, Kim, Johnson y Sharma (2005) estudiaron el efecto del cadmio sobre
cultivos de macroéfagos murinos (J7774A.1) constatando que una dosis de 20 uM de
cloruro de cadmio durante 24 horas de exposicion induce ROS, ERK vy el inhibidor de
la quinasa dependiente de ciclina p21"**°"! |o que lleva a la deteccion del ciclo
celular en la fase G2/M (15% con respecto al 4% dxel control) y a la muerte celular.

Xie y Shaikh (2006) estudiaron el efecto de concentraciones de hasta 20 uM de
cloruro de cadmio en células epiteliales del tabulo proximal de rata mostrando un
incremento del numero de células en la fase G2/M para concentraciones de 10 y 20
uM. Tras 12 horas de exposicion el nimero de células habia aumentando en un 71% y
a las 24 horas se duplicé el nimero de células en dicha fase. Los autores muestran
gque este aumento se debid a un incremento de la proteina p53 y de los inhibidores de
la quinasa p27 y p21 y una disminucion de la expresion de las kinasas dependientes
de ciclina CDK1 y CDK2.

Choi et al. (2011), estudia los efectos del acetato de cadmio sobre dos lineas
celulares de fibroblastos del pulmén humano, WI38 (tipo salvaje para las proteinas p53
y retinoblastoma, Rb) y WI38-VA13 (p53 y Rb defectuosas). Los puntos clave para la
progresion desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular incluye la familia de
inhibidores CIP/KIP, la proteina supresora de tumores Rb y el factor de transcripcién
E2F1. Los complejos de ciclina E/CDK2 hacen que la Rb pase a un estado
hiperfosforilado para liberar E2F1 que activa varios genes implicados en la profesion
hacia la fase S (Arroyo y Raychaudhuri, 1992; Kato Matsushime, Hiebert, Ewen, Sherr,
2003). Este estudio demuestra que el cadmio disminuye la cantidad de CDK2 y E2F1 y

suprime la fosforilacién de Rb, provocando la detencién del ciclo celular en la fase G1.

En lo relativo al selenio, Tapiero, Townsend y Tew (2003) compara los efectos
de diferentes compuestos quimicos de selenio indicando que dosis altas de selenito en
células de piel de ratén y en queratinocitos humanos primarios pueden causar la
fragmentacion del ADN, disminuir la sintesis de ADN, la inhibicion del crecimiento
celular, la sintesis de ADN, bloquear el ciclo celular en la fase S/G2 y muerte celular

por necrosis. Sin embargo, el metilselenocianato o metilselenocisteina produce el
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blogueo del ciclo celular en la fase G1 y la muerte celular se produce principalmente

por apoptosis.

También se han llevado a cabo estudios donde se combinan diferentes sales.
Xiao, Huang, Wang Yy Li (2008) realizaron un estudio para comprobar los efectos del
selenio y el zinc sobre células de cancer esofagico humano (Eca 109). El selenio a una
concentracion de 0,3 ug/ml causa la deteccién del ciclo celular en la fase G1, pero no
de forma estadisticamente significativa; 3,5 pg/ml de zinc también produce el aumento
del nimero de células en fase G1. Cuando ambas sales se combinan se produce un
efecto sinérgico causando una deteccién significativa del ciclo celular en la fase G1 y

promueven la apoptosis.

En estudios recientes, Gadhia, O'Brien y Barile (2015) estudiaron el efecto del
cloruro de cadmio a una concentracion de 10 uM con diferentes tiempos de exposicion
en células madre pluripotentes embrionarias de raton (ES-D3, CRL-1934). Los
resultados muestran una disminucién del porcentaje de las células en fase GO/G1 tras
1, 24 y 48 horas y un aumento de las células en fase G2/M y disminucion en fase S
para 1y 48 horas. Lo que demuestra que el cadmio podria afectar inicialmente a la
sintesis de ADN.

Tabla 12. Estudios de genotoxicidad realizados por diferentes autores

Autores Elementos o Células Efectos
compuestos

Paton y Allison, Sales de arsénico, Leucocitos humanos Reduccioén del indice mitético
1972 cadmio, cobalto,

niquel, berilio,

selenio y vanadio
Obe, Beek y Dudin, Pb(C2;H305). Leucocitos humanos Aberraciones cromosoémicas,
1975 defectos de espiralizacion y

aparicién de micronucleos

Rohr y Bauchinger, CdSO4 Linea celular de A altas concentraciones se
1976 hamster chino (Hy) produce reduccion del indice

mitético, adhesividad y picnosis
de cromosomas

Umeda y Cr,Mny Ni Células de mamifero Aberraciones cromosdmicas

Nishimura, 1979 en cultivo

Gasiorek y Cd Linfocitos humanos Aberraciones cromosomicas

Bauchinger, 1981

Lakkad etal., 1986 CdyPb Células CHO Disminucion del indice mitotico e
intercambio  de  cromatidas
hermanas

Nocentini, 1987 Cd Fibroblastos diploides Inhibe la replicacién del ADN

humanos y células de
riidn de mono verde
africano (CV-1)

Linetal., 1994 Cd Células de ovario de Aberraciones cromosémicas
hamster chino (CHO)

Payette et al., Cd Linfocitos de bazo de Aumenta el nimero de células

1995 raton (C57BL/6) en fase GO/G1 y disminuye en S
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Méplan et al., 1999

Singh et al., 1999

Bagchi et al., 2000

Biswas, Talukder y
Sharma, 2000
Chaoy Yang, 2001

Garcia-Rodriguez,
Lopez-Santiago y
Altamirano-Lozano,
2001

Tapiero, Townsend
y Tew, 2003

Mukherjee et al.,
2004

Yang et al., 2004

Kim et al., 2005

Cemeli, Marcos y
Anderson, 2006

Xie y Shaikh, 2006

Xiao et al., 2008

Nava-Hernandez et
al., 2009
Choi etal., 2011

Gadhia, O’Brien y
Barile, 2015

Cd

PbCrO4 y NaCrO4

Na>Cr,07 Yy CdC|2

Na>SeOs3 y

NaxSeO4
CdCl,

CrOs

Se

CdCl,

CdCl,

CdCl;

NaZSeO4,
y H2SeOs3

Na,Se0s

CdCl;

Na Se0z y ZnSOg4

Pb, Cdy As

(CHsCOO0),Cd*H,0

Cd

Células humanas de
cancer de mama (MCF-
C)

Células normales de

pulmén humano
(HSAE)

Células de leucemia
mielégena cronica

humana (K562)

Linfocitos de sangre
periférica humana
Células de
adenocarcinoma de
pulmén humano
Eritrocitos de ratén

Células de piel de raton
y gueratinocitos
humanos primarios
Fibroblastos humanos

Células de ovario de
hdmster chino (CHO
K1)

Cultivos de macroéfagos
murinos

Linfocitos de sangre
entera y en la linea
celular linfoblastoide
TK6

Células epiteliales del
tibulo renal de rata
(NRK-52E)

Células de céancer de
esofago humano (Eca
109)

Cultivos primarios de
espermatocitos de rata

Fibroblastos de pulmon
humano
Células
pluripotentes
embrionarias de ratén
(ES-D3)

madre

y G2/M

Impide que la proteina p53
detenga el ciclo celular en las
fases G1y G2/M.

Formacion de aductos de Cr-
ADN y Pb-ADN

A una concentracién de 12.5 uM
de ambos compuestos produce
un aumento de las fases Sy
G2/M.

Aberraciones cromosomicas y
reduccion de la division celular
Provoca la deteccién mitética sin
afectar a la progresion de G2 a
la mitosis

Aberraciones cromos6micas Yy
micronucleos

Bloqueo del ciclo celular en una
fase determinada

Anula la detencion del ciclo
celular en la fase G1 tras su
tratamiento con benzopirenos
Detencién del ciclo celular en la
fase G2/M

Detencién del ciclo celular en la
fase G2/M

Aumentan el
micronuUcleos

nimero de

Detencién del ciclo celular en la
fase G2/M

Detienen el ciclo celular en la
fase S.

Dafio en el ADN (longitud de la
cadena) tras la exposicion
crénica a dichos metales

Detencién del ciclo en la fase G1

Cambios en los porcentajes de
células en distintas fases del
ciclo celular segin el tiempo de
exposicion
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1.12.3. ALTERACIONES MORFOLOGICAS

Los cambios estructurales y ultraestructurales asociados a la exposicion de
metales pesados tienen un gran interés en los ensayos in vitro ya que pueden

relacionarse con diferentes tipos de muerte celular (necrosis 0 apoptosis).

Muchos grupos de investigacion han asociado cambios morfolégicos vy
ultraestructurales en células renales y hepaticas cuando estan intoxicadas con metales
pesados (Pfaller, Gstraunthaler y Willinger, 1990; Hoffmann, Cook, di Luzio y Coover,
1975; Bhatnagar, Vrablic y Yamashiro, 1982).

Ord, Bouffler y Chibber (1988) indican que en fibroblastos de ciervo
generalmente, el dafio de la membrana celular es la primera muestra de la accién
adversa del cadmio, en particular cuando la exposicion al cadmio es de forma
continuada, las células pueden tolerar perdidas de la extension de la membrana, la
distorsién mitocondrial y dafios en el aparato de Golgi. El punto de inflexion en el que
el cadmio se convirtié en letal, en general se caracterizd por una cascada de eventos

que incluia el dafio de componentes tanto citoplasméticos como nucleares.

Hazen-Martin, Sens, Blackburn y Sens (1989) exponen en un primer articulo
como concentraciones de CdCl, comprendidas entre 2-10 ug/ml causan la disminucion
del nimero de células de forma irreversible y concentraciones entre 0,5-1 pg/ml
muestran una recuperacion parcial del nimero de células y morfologia similar a la
muestra control en células renales. En un estudio posterior indican que a una
concentracion de 0,05 pg/ml las uniones estrechas, los organulos y la formacion de
cuerpos mieloides parecen intactos; a una concentracion de 0,1 ug/ml se produce una
disminuciéon en el nimero de microvellosidades y la inhibicion en la formacion de
cuerpos mieloides; cuando la concentracion aumenta hasta 0,5 ug/ml se produce
ademas de los efectos anteriores, la condensacion de la cromatina nuclear mostrando

también escasas microvellosidades.

Rehm y Waalkes (1990) estudiaron los efectos del cloruro de cadmio sobre
ratones, ratas y hamsters sirios administrandoles dosis comprendidas entre 30-50
uM/Kg mostrando no presentar cambios en ratones ni ratas. Sin embargo, las células
renales si se ven afectadas tras 16 horas de ser tratados constatando los efectos

posteriormente indicados en la tabla 13.
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Matsuura, Takasugi, Kunifuji, Horie y Kuroiwa (1991) realizaron un estudio in
vivo donde inyectaban 0,8, 1,5 y 3 mg CdCl,/Kg de peso corporal en rata wistar tres
veces por semana durante tres semanas. Los estudios histolégicos mostraron que en
las células renales con dosis crecientes de cadmio aumentan el tamafio de los nacleos
y nucléolos al microscopio Optico. A dosis mayores observaron una condensacion de
la cromatina y degeneracién vacuolar. Al microscopio electrénico los granulos de
pericromatina del nldcleo aumentaron, especialmente en los grupos de ratas que
habian sido tratadas con 0,8 y 1,5 mg de CdCl,. Al aumentar estas dosis, se producia
el aumento de los nucléolos en forma de anillo. En los grupos tratados con 3 mg de
CdCl,, los nucléolos contienen granulos densos, en el citoplasma aumenta el nimero
de lisosomas, los cuerpos de mielina, las mitocondrias en forma de anillo y las

vesiculas. Los cambios finales fueron la degeneracion celular y necrosis.

Condron, Schroen y Marshall (1994) realizaron un estudio con ratas Sprague
Dawley a las que inyectaron 2 mg/Kg de CdCl, o afiadieron al agua 100 pg/ml durante
39 semanas. Encontraron que la concentracion de rata en rifibn se encontraba entre
45 y 102 ng/g de peso humedo. Al microscopio electrénico observaron pérdida de
microvellosidades, disminucién en la cantidad de lisosomas, ndcleos distorsionados y

células necraticas.

Lyons-Alcantara et al. (1998), estudiaron los efectos del Cd*? tras 48 horas
de tratamiento en células de la epidermis de trucha arcoiris. Al microscopio 6ptico con
una concentracion de 10 uM solo aparecian alteradas algunas células mostrando la
contraccién y separaciéon del ndcleo y cuerpos apoptoéticos. Cuando la concentracion
fue de 50 uM aparecié condensacion celular, citoplasma nebuloso, fragmentacion
nuclear y cuerpos apoptéticos. Con concentraciones superiores, las células muestran
caracteristicas propias de la muerte celular por necrosis. Al microscopio electrénico las
células mostraban evidencias de apoptosis y material fagocitado. Otras células tenian
nucleos irregulares y gotitas de lipidos. Las conexiones entre las células se

distorsionaron y las células presentaban depdsitos de mielina.

Romero et al. (2003), estudiaron los cambios morfolégicos experimentados
en una linea celular de rindn de mono verde africano (BGM) tras la exposicion a dosis
subcitotdxicas equivalentes a la CE; (0,062 mM tras 24 horas) de CdCl,. Observaron
algunas células con el citoplasma reducido a una delgada capa alrededor del nucleo,

una disminucién del nimero de microvellosidades o ausencia, vacuolizacién del
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citoplasma, condensacion y deformidad de las mitocondrias, disminucién del nidmero
de organulos citoplasméticos, aumento del nimero de lisosomas, vacuolas autofagicas
y figuras de mielina. Ocasionalmente apreciaron cuerpos de inclusion en el citoplasma
y el nucleo celular o nacleos fragmentados con cromatina condensada, aunque por lo

general, el nucleo y los nucléolos eran similares al control.

Como se puede valorar, las mitocondrias son uno de los organulos mas
afectados a nivel estructural por metales pesados en células epiteliales del tbulo
proximal renal (Peraza et al.,, 2003; Thevenod, 2003). También suele aparecer un
aumento en el nimero de vacuolas citoplasmaticas en células renales tratadas con
metales (lineas celulares LLC-PK1 y MDCK; Zimmerhackl, Momm, Wiegele y Brandis,
1998).

Existen numerosos estudios que muestran la acumulacion de diferentes
metales como el plomo y el cadmio en el nucleo celular (Cherian y Nordberg, 1983).
Hamada, Tanimoto, Iwai, Fujiwara y Sasaguri (1994) para demostrar la presencia del
cadmio en la célula usaron 8-hidroxiquinolina (emite fluorescencia de color verde
amarillento) en cultivos primarios de células tubulares renales de Beagle.
Comprobaron que dicho compuesto aparecio en el citoplasma a los 30 minutos y en el

nucleo a los 60-90 minutos tras la exposicion a 100 mM de CdCl,.

Tang, Yan, Hu, Liang y Shen (1996) estudian las alteraciones morfologicas que
produce el acetato de plomo sobre cultivos primarios de astrocitos y células de
Schwann. En los astrocitos, no observaron efectos citotoxicos con concentraciones de
1 pug/ml durante cuatro dias. A concentraciones de 10 pg/ml observaron un aumento
de la densidad lisosomal, inclusiones nucleares y dilatacion del RE y con 100 pg/ml
ademas de los anteriores efectos, observan hinchazén mitocondrial, aumento del
namero de cuerpos mieloides en el citoplasma y el nimero de vacuolas junto a la
membrana citoplasmatica. En las células Schwann, con una concentracion de 1 pg/ml
durante un dia observaron hinchazén mitocondrial y del RE, vacuolizaciéon y

numerosos cuerpos mieloides en el citoplasma celular.

Blankenship et al. (1997), estudia las alteraciones morfoldgicas que presenta la
linea celular CHO-AAS8 (células de ovario de hamster chino) tras la exposicion a 350
uM de cromato de plomo. 24 horas después del tratamiento observaron particulas de

plomo en las vacuolas citoplasméticas y muchas células con morfologia redondeada y
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ndcleo de apariencia normal. 36 horas después del tratamiento, las células muestran
la morfologia apoptoética clasica que incluye marginacibn de la cromatina,

condensacién del citoplasma y vacuolizacién con membranas plasméticas intactas.

Singh et al. (1999) realizaron un estudio relacionando el cromato de plomo y el
cromato de sodio como posibles causantes del cancer de pulmén. Para llevar a cabo
dicho estudio, utilizaron células epiteliales de pulmén humano (HSAE) y diferentes
concentraciones de cromato de plomo (0,4, 0,8, 1, 2 y 10 ug/cm2 durante una
exposicion de 24 horas) y de cromato de sodio (5y 10 uM durante 24 horas y 50 y 100
uM durante 2 horas). El cromato de plomo provocd cuerpos electrodensos oscuros,
refringentes, angulares y dentados en vacuolas citoplasmaticas y también se
observaron cuerpos de inclusion de plomo (LIB) en el citoplasma y el nucleo. Tras la
exposicion al cromato de sodio no observaron LIB, por lo tanto atribuyen la formacién
de LIB al cromato de plomo en células (HSAE). También apreciaban una red
perinuclear de tonofilamentos de citoqueratina caracteristicos de células epiteliales.
Las muestras tratadas con 100 uM de cromato de sodio durante dos horas mostraban
grumos de cromatina, incremento de la densidad citoplasmatica, membranas intactas

con formacién de cuerpos apoptéticos y células necroticas.

Un estudio posterior (Holmes et al., 2005) indica que tras la exposicién de
células pulmonares humanas (WTHBF-6) a 5 ug/cm?® de cromato de plomo durante 24
horas, el 29% de las células presentaba particulas de plomo internalizadas en las

vacuolas citoplasmaéticas.

Romero et al. (2004), estudiaron los cambios morfolégicos producidos en las
lineas de origen renal BGM y VERO tras la exposicion durante 24 horas a dosis
subcitotéxicas de nitrato de plomo equivalentes a CE;q (1,38 mM y 1,04 mM,
respectivamente). En ambas lineas celulares, la caracteristica mas relevante fue la
presencia de grupos electrodensos, a menudo localizados cerca del ndcleo. Estos
cuerpos de inclusiéon (en ocasiones en forma de anillo) se observaron como depdsitos
granulares libres en la matriz citoplasmatica o secuestrados en los lisosomas. También
aparecian de forma esporadica, cuerpos de inclusion intranucleares. Las figuras de
mielina cercanas a estos cuerpos eran mas frecuentes en las células BGM que VERO.
Las mitocondrias aparecian con crestas menos definidas y observaron un ligero

aumento en el numero de fagolisosomas con respecto a las células control.
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Nagy et al. (2015) realizaron un estudio utilizando diferentes compuestos de
selenio sobre queratinocitos de humanos (HaCaT). Cuando las células fueron tratadas
con 1ppm de nanoSe se observan una inhibicion celular. Después de 60 minutos de
exposicion se parecia un alargamiento celular relacionado con apoptosis celular. A
partir de 10 horas con una concentracion de 5 ppm se produce la desintegracion
completa de la morfologia celular.

Existen diversos estudios donde también se evalian los efectos de distintos
metales a nivel morfoldgico sobre lineas celulares de origen hepético. Bucio et al.,
1995 como se menciona anteriormente, estudia la citotoxicidad del cadmio y el
mercurio sobre una linea celular hepética fetal humana (WRL-68) constatando que
ambos metales producen alteraciones en diferentes grados, principalmente se

observan cambios en las mitocondrias y el RER.

Tabla 13. Estudios morfoldgicos realizados por diferentes autores

Autores Elementos o Células Efectos
compuestos

Wielgus- Pb(C2H303)2 Hepatocitos de rata Cambios en la configuracion de las
Serafinska, mitocondrias
Zawadzka y
Falkus, 1980
Mahaffey, Capar, Pb Células renales de Cuerpos de inclusiébn nucleares e
Gladen y Fowler, rata macho hinchaz6n mitocondrial
1981
Ord et al., 1988 Cd Linea celular de Provoca alteracion de la membrana

fibroblasto de ciervo plasmatica, mitocondrias, RE, aparato

de Golgi, ribosomas, nucléolos y
cromatina.
Hazen-Martin et CdCl, Células del tubulo Condensacion de la cromatina
al., 1989 proximal de rifidn nuclear, pérdida de microvellosidades,
humano desorganizacion de interdigitacion
membrana lateral, disminucion de la
captacion de los  antibidticos
aminoglucosidos como se evidencia
por la disminucion del ndmero de
cuerpos mieloides en estas células.
Rehm y Waalkes, CdCl, Células renales de Vesiculacion citoplasmatica, dilatacion
1990 hamsters sirios  del reticulo endoplasmatico,
(Cr:RGH) hinchazén de las mitocondrias

seguida rapidamente por la
ampliacion de vacuolas, cambios
nucleares,y la desintegracion celular.
Condensacion de la cromatina y
degeneracion vacuolar, segregacion
nucleolar, aumento de lisosomas,
mitocondrias en forma de anillo,
cuerpos de mielina y vesiculacion

tubo
rata

Células  del
proximal de
Wistar

Matsuura et al., Cd
1991

Condron et al, Cd Células de rifibn de Aparicion de cadmio en el nicleo y en

1994 rata los lisosomas y disminucion de las
microvellosidades

Hamada et al., Cd Cultivos primarios de El Cd alcanza y afecta rapidamente al

1994

células del tubo

proximal de perro

nucleo y al metabolismo

citoplasmatico
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Bucio et al., 1995

Tang et al., 1996

Blankenship et
al., 1997

Lyons-Alcantara
etal.,, 1998

Singh et al., 1999

Qu etal.,, 2002

Romero et al.,
2003

Romero et al.,
2004

Holmes et al.,
2005
Song y Koh, 2012

Nagy et al., 2015

CdyHg

Pb(C2H302)2

PbCrO4 y NaxCros

Cd

PbCrO4 y NaxCros

Pb

CdCl,

Pb(NO3)2

PbCrO4

CdCl;

Nanoparticulas de
Selenio

Linea celular hepéatica
humana fetal (WRL-
68)

Cultivos primarios de
astrocitos y células
Schwann

Células de ovario de
hamster chino (CHO-
AAB)

Células epidérmicas
cultivadas de
explantes de piel de
la trucha arco iris

Células normales de
pulmén humano
(HSAE)

Fibroblastos de ratén
MT( no tienen formas
del gen de la
metalotioneina) y WT
(salvajes)

Linea celular BGM

BGMy VERO

Células de pulmén
humano

Células epiteliales del
cristalino humano

Queratinocitos de
varén (HaCarT)

Disminucion de mitocondrias y
deformidades, RER desorganizado,
aumento de cuerpos residuales
electrodensos y vacuolizacion y
desorganizacion de la cromatina

En astrocitos aumento de la densidad
lisosomal, ampliacion del RER vy
presencia de inclusiones nucleares.
En células Schwann hinchazon
mitocondrial y del RE y numerosos
cuerpos mieloides.

Cambios morfolégicos producidos por

apoptosis  (marginacion de la
cromatina, condensacion
citoplasmatica y vacuolizacion
Nicleos irregulares, vesiculas de
lipidos, conexiones entre células
distorsionadas, aparicion de depdsitos
de mielina y microsurcos
superficiales.

Cuerpos de inclusion intranucleares

Las células procedentes de los
ratones MT son mas sensibles a la
citotoxicidad del plomo y no presentan
cuerpos de inclusion, a diferencia de
los ratones WT.

Citoplasma reducido, escasas
microvellosidades, vacuolizacién,
condensacion 'y deformacion de
mitocondrias, aumento de lisosomas y
vacuolas autofagicas, aparicion de
figuras de mielina y cuerpos de
inclusion intranucleares.

Grupos electrodensos cerca del
nacleo, depdsitos granulares en el
citoplasma o lisosomas, cuerpos de
inclusién intranucleares, figuras de
mielina, ligero aumento de
fagolisosomas y menor definicion en
las mitocondrias.

Presencia de cromato de plomo en
vacuolas.

A una concentracion de 80 uM se
observa al microscopio Optico un
aumento del dafio celular y de células
muertas.

Desintegracion morfolégica de las
células

11.12.4. APOPTOSIS

Existen diferentes articulos cientificos donde los autores observan rasgos

morfol6gicos caracteristicos de las células apoptoéticas o necroticas en células renales

dependiendo de la dosis de metal utilizado (LLC-PK1; Duncan-Achanzar et al., 1996).

También existen estudios donde

la apoptosis se observa en hepatocitos

(condensacion de la cromatina y mitocondrias condensadas, Angermiiller, Kinstle
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yTiegs, 1998). Anteriormente, los estudios ultraestructurales de efectos provocados
por apoptosis se centraban en alteraciones nucleares y contraccién celular (Kerr,
Whyllie y Currie, 1972). Actualmente existen diferentes estudios donde se aprecian
cambios en otros organulos como las mitocondrias (Carranza-Rosales, Said-

Fernandez, Sepulveda-Saavedra, Cruz-Vega y Gandolfi, 2005).

Segun Van Cruchten y Van Den Broeck (2002) la apoptosis se caracteriza
por encogimiento celular, la condensaciébn y marginacibn de la cromatina y
perturbacion de la membrana plasméatica y con el tiempo ruptura de la célula en
cuerpos apoptéticos; mientras que el término necrosis se refiere a las alteraciones
morfoldgicas que aparecen después de la muerte celular. La apoptosis es por lo tanto
un proceso pre-mortal, mientras que la necrosis es una condicidn post-mortal. Las
caspasas son responsables de los cambios morfol6gicos caracteristicos observados

durante la apoptosis.

Otros autores (Trump, Berezesky, Chang y Phelps, 1997; Bodey, Bodey y
Kaiser, 1998) sefialan que los primeros cambios en la apoptosis implican encogimiento
celular, la contraccion citosélica, mas marcada aglutinacion cromatica, bulosidad
citoplasmética, en ocasiones RE hinchado, y mitocondrias normales o condensadas.
El proceso continua con bulosidad de la membrana citoplasmatica y fragmentacién del
nucleo. Después la célula se fragmenta formando cuerpos apoptoticos (Kataoka
y Tsuruo, 1996). Tras la muerte celular, las células sufren cambios postmortem
(necrosis). In vivo las células y/o los fragmentos son a menudo fagocitados antes de

su muerte por los macréfagos o células parenquimatosas adyacentes.

El Azzouzi et al. (1994), estudiaron los efectos téxicos producidos por bajas y
altas concentraciones de cadmio en linfocitos T humanos (CEM-C12). Mostraron que
la muerte celular tras un tratamiento con 4 uM de cadmio estaba precedida por
condensacion de la cromatina y fragmentacién del ADN, dicha fragmentacién se hacia
maxima a concentraciones entre 8-10 uM. Cuando expusieron las células a
concentraciones superiores a 50 uM de cadmio no observaron los cambios
morfol6gicos anteriores. Lo que demostré que en las células CEM-C12, el cadmio a
bajas concentraciones produce muerte celular por apoptosis y a altas concentraciones

por necrosis.

Hamada et al. (1996) estudiaron la toxicidad provocada por el cloruro de

cadmio en células de rifidn humanas (293) mediante microscopia electrénica y ensayo
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ELISA. Dicho ensayo evidencidé la muerte celular por apoptosis tras 48 horas de
exposicion a concentraciones entre 12,5 y 37,5 uM. sin embargo, disminuye para
concentraciones superiores a 37,5 uM. En el microscopio electrénico las células
mostraban los rasgos caracteristicos de la apoptosis; cromatina periférica agregada,

nucleo buloso y conservacion del sistema membranoso.

Oberto, Marks, Evans y Guidotti (1996) determinaron el principal tipo de
muerte celular en células de cerebelo de rata (recién nacidas) para bajas
concentraciones de Pb*%. Una concentracién de 1 uM (CEs, aproximada de 10 pM)
promueve la apoptosis neuronal caracterizada por encogimiento celular, condensacion
de la cromatina, bioquimicamente por la fragmentacion del ADN internucleosomal y
funcionalmente por la dependencia de la nueva sintesis de macromoléculas

(cicloheximida y actinimicina).

Blankenship et al. (1997), estudiaron los efectos producidos por el cromato
de plomo y el cromato de sodio en células de ovario de hamster chino (CHO-AA). Por
electroforesis las células muestran fragmentacién del ADN internucleosomal tras 24
horas de tratamiento con 350 o 750 uM de cromato de plomo. Tras 48 horas
recuperaron poca cantidad de ADN. En el caso del cromato de sodio tras el
tratamiento con dosis de 5 o 10 uM se aprecia fragmentacion tras 24 horas y es
claramente evidente tras 48 horas. Ambos tratamientos produjeron aduptos de Cr-ADN
que se incrementaron con la dosis. Los efectos apoptoéticos a nivel morfolégico se

describen en el epigrafe anterior.

Wei et al. (2001), estudiaron los efectos del SeO, en una linea celular normal
hepatica humana (HL-7702) y en una linea de hepatoma humano (SMMC-7721) tras
48 horas de tratamiento con una concentraciéon de 30 uM. A nivel morfoldgico las
células mostraban caracteristicas propias de la apoptosis con membrana nebulosa,
cromatina condensada, fragmentacion del ndcleo y cuerpos apoptoéticos. Mediante
electroforesis se aprecia fragmentacion del ADN. Por citometria de flujo se determiné
un 68% de muerte por apoptosis en la linea HL-7702 y un 50% para la linea SMMC-
7721.

Pathak y Khandelwal (2006) expusieron linfocitos esplénicos de raton a 10,
25y 50 uM de cadmio durante 1, 1,5, 3, 6 y 18 horas. A las 6 horas ya detectaron la

fragmentacion del ADN y un aumento de las células apoptéticas. Con una
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concentracion de 50 uM (1,5 horas) detectaron la disminucién del potencial de
membrana y la activacién de la caspasa 3 (marcadores de las primeras etapas de la
apoptosis). Mediante citometria de flujo (ensayo anexina/lP) el nimero de células
apoptéticas aumenté de forma dependiente con la dosis. Con una concentracion de 50
uM las células apoptéticas aumentaron desde 5,1% (control) hasta 69,1% a las 18

horas de exposicién.

Oh y Lim (2006), observaron como el cadmio en células HepG2 producia
ROS que activaba la apoptosis tras la union de ligandos a receptores de muerte
celular presentes en la superficie celular (Fas) y por la activacibn de Bax. Por la
técnica de TURNEL detectaron la fragmentacion del ADN, rasgo caracteristico de
apoptosis, con concentraciones superiores a 8 uM (Clso de 15 uM). Después de 24
horas de exposicion detectaron a 2, 4, 8 y 16 uM la activacion de caspasa 8 (via

extrinseca), caspasa 9 (via intrinseca) y caspasa 3 (via de ejecucion).

Chen y Shaikh (2009) estudiaron el efecto apoptético del CdCl, en una linea
celular de rifién de rata comprobando por citometria de flujo que el porcentaje de
células apoptdticas aumentaba con el tiempo de tratamiento y la concentracion, siendo

de un 60% con una dosis de 20 uM tras 24 horas.

Son et al. (2010), comprobaron que los resultados obtenidos por su estudio
tras el tratamiento con 1, 5y 10 uM de cromato de sodio de células de epidermis de
raton (JB6CI41) mostraban un aumento de las células en la fase G1 del ciclo celular, lo
qgue identificaron con células apoptéticas. Ademas cuando las células fueron
expuestas a una concentracion de 10 uM el 40% de la poblacién mostro por citometria

de flujo fluorescencia para anexina frente a una baja cantidad de yoduro de propidio.

Banu et al. (2011), estudiaron los efectos del dicromato de potasio en cultivos
primarios de células granulosas de ovario de rata. Tras un tratamiento con una
concentracion de 10 uM durante 12 o 24 horas encontraron las siguientes evidencias
de muerte celular por apoptosis: fragmentacion del ADN y aumento de la apoptosis de
forma dependiente con el tiempo (12 horas 25% de apoptosis y 24 horas 50% de
apoptosis); aumento de la liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol;
infraexpresiéon de Bcl-2, Bcl-XL, HSP70, HSP90 (genes anti-apoptéticos);
supraexpresion de BAX, BAD (genes pro-apoptéticos); translocacion de Bcl-2, Bcel-XL,
BAX, BAD, HSP70 y HSP90 a la mitocondria y activacion de caspasa-3 y PARP.
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Delgado, Vera y Arenas (2013) evidenciaron diferentes efectos del Cr*® en
hepatocitos de rata. La proteina p53 se evidencié a partir de una concentracion de 20
UM de cromo (VI) incrementandose esta expresion a mayor concentracion del metal y
se observo la fragmentacién del ADN a partir de concentraciones de 20 UM de cromo
(VI) de forma dependiente con la concentracién (10, 20, 50 y 100 uM durante 24

horas).

Guo et al. (2014), demostraron que la concentraciébn 6ptima que induce
apoptosis en células de feocromocitoma de rata (PC12) se encuentra en torno a 10 uM
confirmado por los niveles de expresion de los genes Bax y Bcl-2, pudiendo las células
afectadas propagar dafios a las células vecinas. El andlisis por citometria de flujo
revel6 que el porcentaje de apoptosis en la poblacién de células PC12 sin tratar era de
0.40%+0.46%, siendo significativamente mas altos los porcentajes después del
tratamiento con 0,1 uM, 1 uM, 10 uM y 100 uM de acetato de plomo (1,33%+0,42%,
5,40%+0,51%, 38,33%+3,06% Yy 46,67%+4,51%, respectivamente). Los porcentajes de
apoptosis en los grupos de 10 uM y 100 uM no eran significativamente diferentes. Sin
embargo, 18,67%+2,08% de las células murieron en la concentracion de 100 pM,
mientras que un menor porcentaje de células (9,97% +1,95%) murieron en el grupo de
10 uM. Los porcentajes de apoptosis y células muertas en el grupo de 10 uM fueron
de 48,3%+4,59%, mientras que se elevd significativamente a 65,33%+4,62% en el

grupo de 100 pM.

Baroni et al. (2015), sefalaron los efectos del Cd sobre células epiteliales de
bronquio humano (BEAS-2B) manifestando que una concentracion de 10 uM no
mostraba diferencias significativas con respecto a la poblacién control cuando
estudiaron los efectos apoptoticos mediante citometria de flujo (ensayo anexina/IP).
Sin embargo, una concentracion de 20 uM provoco una disminucion del 33% de la
viabilidad, un aumento del 52% de apoptosis temprana, un aumento de 30% de

apoptosis tardia y un aumento de necrosis del 25%.

Recientemente Skipper, Sims, Yedjou y Tchounwou (2016) determinaron el
porcentaje de apoptosis mediante citometria de flujo (ensayo anexina-V/IP) en células
de cancer hepatico con diferentes dosis de cloruro de cadmio tras 48 horas de
tratamiento. Los resultados mostraron que el % de apoptosis aumentaba de forma

dependiente con la concentracion, manifestando un aumento gradual de células
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positivas a anexina (para 0 ug/ml, 10,3+3,2% de anexina/IP; lug/ml, 14,4+5,6%;
2ug/ml, 21,4+4,6%; 3ug/ml, 30,5+2,8%; 4 ug/ml, 43,2+7,5% y 5 ug/ml, 52,5+9,4%).

En la siguiente tabla se recogen algunos de los estudios realizados sobre

metales y sus efectos apoptéticos.

Tabla 14. Estudios sobre apoptosis realizados por diferentes autores

Autores

Células

Efectos

El Azzouzi et al., 1994

Matsuoka y Call, 1995

Rajaram,
Ramasari, 1995

Nair y

Schedle et al., 1995

Hamada et al., 1996

Oberto et al., 1996

Blankenship et al,
1997
Ishido, Homma-Takeda,
Tohyama y Suzuki,
1998

Singh et al., 1999

Wei et al., 2001

Vasant et al., 2003

Elementos o
compuestos
Cd
CdCl,

Complejos de cromo Il
y K2CrO7

Ag, Au, Co, Cr, Cu, Ga,
In, Mo, Ni, Pd, Pt, Sny
Zn

CdCl;

Pb+2

PbCrO4 y NaCrO4

CdCl,

PbCI’O7 Yy NazCr,07

SeO,

K2Cr,07

Células humanas CEM-
Cl12

Linea celular LLC-PK1

Linfocitos humanos

Fibroblastos L-929,
fibroblastos  humanos
gingivales y células
cebadas de tejido
humano

Células transformadas

de rifibn humano (293)

Células de cerebelo de
rata

Células de ovario de

hamster chino (CHO-
AAB8)
Células epiteliales

renales LLC-PK1

Células normales de
pulmén humano

(HSAE)

Lineas celulares
hepéticas humanas
(HL-7702 'y SMMC-
7721)

Linfocitos de sangre
periférica humana

Dosis bajas muerte por
apoptosis y dosis altas
muerte por necrosis
Disminucién de Ia
viabilidad
fragmentacion del ADN
Condensacion de la

cromatina y
fragmentacion del
nucleo

Efectos citopatogenos:
aparece necrosis y no
apoptosis

Estudio de apoptosis

por MET (cromatina
periférica agregada y
bulosidad y

fragmentacion nuclear),
electroforesis y ensayo
ELISA

Bajas dosis de plomo
provocan efectos
apoptoticos
(condensacion de la
cromatina,
fragmentacion
ADN,...)
Morfologia apoptética y
fragmentacion del ADN
internucleosomal
Fragmentacion del ADN
presente 12  horas
después de la inyeccion
de 0.15 mg/kg de Cd-
metalotioneina y
condensacion de la
cromatina

Sugieren la apoptosis
como mecanismo de
eliminacion de células
con ADN dafado por Cr
o Pb.

Apoptosis tras 48 horas
de tratamiento

del

Activacion de vias de
apoptosis: activa las
proteinas p56'™, p59”"
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Oh, Lee y Lim, 2006

Ohy Lim, 2006

Pathak y Khandelwal,

2006
Rooprai et al., 2007

Chen y Shaikh, 2009

Son et al., 2010

Xie et al., 2010

Banu et al., 2011

Delgado, Vera y
Arenas, 2013

cd (Ac)z

Cd

Cd

Na,SeOs3

CdCl,

NaxCr,07

CdCl,

K2Cr,07

Cr (V1)

Fibroblastos epiteliales
de pulmén (WI 38)

Células
HepG2

hepaticas

Linfocitos de ratén

Células de glioma
humano (IPSB-18)

Células de rifién de rata
(NRK-52E)

Linea celular de
epidermis de ratén
(JB6CI41)

Células de higado
humano HL-7702,
normales 'y células

tumorales Raji

Cultivos primarios de
células de la granulosa
de ratas

Hepatocitos murinos

y p56/53"" que activan
a su vez la caspasa-3
Fragmentacién del ADN
y condensacion de la
cromatina (ensayo de
TURNEL)

Activacion de apoptosis
mediante via extrinseca
e intrinseca

Induccién de apoptosis
por produccién de ROS
Apoptosis por citometria
de flujo por aumento de
la fase G1 con un
tratamiento de 10 ug/ml
durante 24 horas
Aumento de la
apoptosis con la
concentracion y el
tiempo de exposicion
Predominio de
apoptosis como tipo de
muerte celular

Aumento de la
concentracion de Ca
intracelular

Ensayo de TUNEL
apoptosis por
fragmentacion celular

Incremento de la
expresion de la proteina

p53 e induccion de
muerte  celular  por
apoptosis
Guo et al., 2014 Acetato de plomo Células de Generacion de ROS
feocromocitoma de rata intracelular y colapso
(PC12) del potencial de
membrana mitocondrial
Baroni et al., 2015 Cd Células epiteliales de Produccion de
bronquio humano apoptosis por citometria
(BEAS-2B) de flujo (ensayo
anexina/IP)
Skipper et al., 2016 CdCl; Células de céancer de ROS produce
higado humano genotoxicidad,
(HepG2) citotoxicidad y
apoptosis

1.12.5. ESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden estar implicadas en distintos

procesos celulares: producidas por la irradiacion con rayos UV, X o gamma; productos

de reacciones catalizadas por metales; contaminantes atmosféricos; producidos por

neutrofilos o0 macrofagos durante la inflamacién; subproductos de las reacciones en las

cadenas de transporte de las mitocondrias y otros mecanismos (Cadenas, 1989).
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El cadmio en si es incapaz de generar radicales libres directamente, sin
embargo, si se ha demostrado la generacion indirecta de diversos radicales como
superoxido, 6xido nitrico e hidroxilo (Galan et al.,, 2001). Algunos ensayos también
confirmaron la generacién de peréxido de hidrogeno, que a su vez puede ser una
fuente importante de radicales a través de reacciones Fenton (Watanabe, Henmi,
Ogawa y Suzuki, 2003). Hace algunos afios se presentdé un mecanismo para explicar
el papel indirecto del cadmio en la generacion de radicales libres, que proponia que el
cadmio puede reemplazar el hierro y el cobre en diversas proteinas citoplasmaticas y
de membrana (por ejemplo, ferritina, apoferritina), aumentando asi la cantidad de
iones de cobre y hierro libres que producen por reacciones Fenton estrés oxidativo
(Price, Joshi y Ferritin, 1983; Casalino, Sblano y Landriscina, 1997). Similares

hallazgos han sido presentados posteriormente (Watjen y Beyersmann, 2004).

Yang, Shen, Shen, Zhuang y Ong (1997) mostraron un aumento en la
produccion de ROS de forma dependiente con la concentracibn de cadmio en
fibroblastos fetales de pulmén (MRC-5). Con 30 minutos de tratamiento la intensidad
de la fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) en células tratadas era
significativamente superior a las células control. Tras 4 horas de exposicion al toxico
(35 uM de cadmio) se observa un aumento de la absorbancia préximo al 100%.
Posteriormente comprobaron que cuando las células eran tratadas con catalasa, la

absorbancia era significativamente menor que en las células control.

Yang, Chiu, Lin y Lin (2004) investigaron la correlacién entre la produccion de
ROS y la detecciébn del ciclo celular en la fase G2/M tras introducir dos
concentraciones de cadmio (1 o0 4 mM) en células CHO-K1 midiendo los niveles de
ROS por citometria de flujo (DCFH-DA). ROS aument6 notablemente a las 8 h tras
recibir 4 uM, y aumenté ain méas con el tiempo. Sin embargo, el nivel de ROS en
células tratadas con 1uM no aumento hasta 24 h después. También afiadieron a las
células antioxidantes, tales como BHA (butilado hidroxianisol), manitol o catalasa, junto
con 1uM de Cd durante 24 h. Los niveles de ROS se redujeron significativamente por
los tratamientos aunque la catalasa no era tan eficaz como los otros dos antioxidantes.
Sin embargo, la reduccion de ROS no evité la deteccion del ciclo celular en la fase
G2/M demostrandose de esta forma que la presencia de ROS no estéa asociada con la

detencion del ciclo celular.
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Oh, Lee y Lim (2004) comprobaron la produccién de ROS en fibroblastos de
pulmoén (WI 38) tras la exposicion a 40 uM de cadmio durante diferentes tiempos
mostrando un aumento a partir de 6 horas de exposicion, una concentracion maxima a
las 24 horas y un descenso tras 36 horas. También relacionaron la produccién de ROS

con una disminucién del potencial de membrana mitocondrial.

Oh y Lim (2006) para determinar el papel de ROS en la induccién de apoptosis
producida por el cadmio expusieron las células HepG2 a 16 uM de cadmio durante 0,5,
1,15, 3, 6, 12 y 24 horas por citometria de flujo utilizando DCFH-DA observando un
aumento en la produccion de ROS a partir de 0,5 horas, alcanzando su punto maximo

a 3 horas y cayendo por debajo del control a las 24 horas.

Pathak y Khandelwal (2006) estudiaron la producciéon de ROS y la induccién de
apoptosis en linfocitos de ratén con diferentes concentraciones de cadmio. Tras 1 hora
a concentraciones de 25 y 50 uM detectaron un aumento significativo de ROS que se
mantiene hasta las 6 horas y anterior a la disminucién del potencial de membrana, por
lo que sugiere la participacion de ROS como causante del dafio de la membrana
mitocondrial (marcador de apoptosis). Sin embargo a las 18 horas, cuando causa un
dafo drastico sobre el ADN, la fluorescencia medida por citometria de flujo (DCFH-DA)

disminuy®.

Chen y Shaikh (2009) observaron un aumento de la produccion de ROS
dependiente de la concentracion. Introdujeron concentraciones entre 5y 20 uM de
CdCl, en una linea celular de rifion de rata (NRK-52E) durante 5 horas observando un
aumento de la produccion de hasta 2,9 veces para 20 uM. Zhang et al. (2015)
comprobaron el efecto de puntos cuanticos de teleruro de cadmio (TeCD QDs) en
células hepéticas de ratdon (AML12). De la misma forma, observaron también un
aumento de la generacion de ROS de manera dependiente con la concentracion,
mostrando un aumento de la fluorescencia (DCFH-DA) que se hace maximo a una

concentracion de 40 mg/ml tras 24 horas de exposicion (13 veces superior al control).

Curcic et al. (2014), comprobaron el efecto en la produccién de ROS en una
linea celular de carcinoma de colon humano (SW 480) tras 72 horas de exposicion a
cadmio, comprobando que la concentracibn mas baja (22,67 uM) mostraba niveles
ligeramente inferiores al control mientras que la concentracion mas alta (134 uM)

incrementaba los niveles de ROS un 30% con respecto al control.

115



REVISION BIBLIOGRAFICA

Skipper et al. (2016), para medir la produccion de ROS emplearon un ensayo
de hidroperoxidacion lipidica mostrando un aumento de los niveles de hidroperéxido,
un producto principal de la degradacion de fosfolipidos y glicolipidos insaturados.

Al igual que en otros metales, tales como el arsénico, el cadmio y el mercurio,
el plomo dafia los componentes celulares produciendo estrés oxidativo (Jomova y
Valko, 2011). El efecto patogénico del plomo es multifactorial ya que interrumpe
directamente la actividad de las enzimas, inhibe la absorcién de minerales importantes
y desactiva las reservas sulfhidrilo antioxidantes (Patrick, 2006). El dafio mediante
radicales libres inducidos por el plomo se produce mediante dos mecanismos
independientes pero relacionados (Ercal, Gurer-Orhan y Aykin-Burns, 2001). El
primero consiste en la formacién directa de oxigeno, como el oxigeno singlete,
peroxidos e hidroperoxidos de hidrogeno y el segundo mecanismo provoca el
agotamiento de la reserva antioxidante celular. Existen interrelaciones entre estos dos
mecanismos por los que el aumento de ROS por un lado, conduce simultaneamente a

la deplecién de grupos antioxidantes por el otro (Gurer y Ercal, 2000).

Igual que en el caso del cadmio, existen estudios que muestran un aumento
significativo de la fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) después de
tratamientos con plomo. Li et al, (2016) comprobaron que en células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) una concentracion de 125 uM de acetato de plomo
provocaba un aumento en la produccion de ROS (medido con DCFH-DA por citometria
de flujo) de una forma dependiente hasta las 8 horas (1,6 veces con respecto al

control) y un descenso entre las 8 horas y las 24 horas.

Su et al. (2016) corroboraron el efecto que provocaba una concentracion de 30
uM de acetato de plomo tras 24 horas en células PC12 provocando el aumento de la
fluorescencia y por tanto de ROS (1,5 veces) con respecto al control. Anteriormente,
Penugonda et al., (2006) demostraron efectos similares en dicha linea celular con una

concentracion de 100 uM.

El cromo es absorbido por la célula mediante fagocitosis. Una vez dentro de la
célula los cromatos pueden generar ROS (Liu y Shi, 2001) causando una gran
variedad de lesiones en el ADN, que incluyen aductos de Cr-ADN, enlaces cruzados
entre proteinas y ADN, entrecruzamientos de ADN-ADN y dafio oxidativo. Dentro de la

célula, el glutation forma rapidamente un complejo con el Cr (VI) seguida de una lenta
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reduccién para producir Cr (V) que puede alterar la conformacion del ADN. Una vez
formado el Cr (V) puede reaccionar con H,O, mediante la reaccion de Fenton
formando un radical hidroxilo capaz de producir dafio sobre el
ADN (Kasprzak, 2002).

Ciapetti et al. (1998) realizaron un estudio para comprobar la produccion de
ROS por varios metales (Cr, Co, Ni, Ti, Al, V y Mo) utilizados en dispositivos
ortopédicos mediante citometria de flujo (DCFH-DA). Los resultados para el Cr, Niy Ti

no diferian con respecto al control.

Pourahmad, O’Brien, Jokar y Daraei (2003) estudiaron la citotoxicidad y la
produccion de ROS para diferentes metales en cultivos primarios de hepatocitos de
rata. Para el caso del CdCl, tras la introduccion de 20 uM (DLsg) produjo una
absorbancia (CDFH-DA por espectrofotometria) de 322+11 unidades de intensidad de
fluorescencia tras 15 minutos de exposicion y de 41249 tras dos horas. Mientras que
para el caso del K,Cr,O; tras la introduccion de 1mM (DLs), la absorbancia fue de
508+7 tras 15 minutos y de 50246 tras 2 horas, siendo todas superiores a la muestra
control (78£5). Los autores también indican que la formacién de ROS se produce en
los lisosomas para el cromo, mientras que para el cadmio se produce en las

mitocondrias.

Vasant, Rajaram y Ramasami (2003) observaron un aumento dependiente con
el tiempo en la fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) tras el tratamiento de
linfocitos humanos. Tras un periodo de 3 horas con una concentracion de 5 uM de
dicromato de potasio, la fluorescencia alcanza un 95% con respecto al 30% del
control. De igual forma, Son et al., (2010) tras el tratamiento con 1, 5y 10 uM con
cromato de sodio de células de epidermis de ratbn mostraron un aumento de la

fluorescencia dependiente del tiempo.

La toxicidad de metales pesados como mercurio, plomo, cadmio, plata y otros
metales potencialmente toxicos, tales como hierro y cobre, junto con los no metales
arsénico y selenio, comparten en parte al menos una interaccion comun en los
sistemas biologicos, la generacion del anion superoxido (Stohs y Bagchi, 1995;
Spalloholz y Hoffman, 2002). Esto es la causa comun del inicio del proceso de
toxicidad debido a la interaccion con grupos tioles en los mamiferos (Klaassen, 2008) y

en las aves (Hoffman y Heinz, 1998). La reaccion con tioles podria alterar la actividad
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de diferentes enzimas esenciales que contienen grupos sulfhidrilo, asi como proteinas
estructurales dentro del organismo. Sin embargo, en la reaccion con tioles estos
elementos también parecen generar radicales libres, superdxido inicialmente y
precipitar la generacion de otras especies reactivas de oxigeno (Xu, Fengy Yi, 1991y
Spallholz, 1994). De los elementos mencionados anteriormente, el selenio es el mas
toxico para los sistemas vivos, dependiendo de la forma quimica ingerido (Stewart,
Neldner, Spallholz y Pence, 1999). El selenio, clasificado como un no metal tiene
exquisitas propiedades metélicas que pueden sufrir reacciones redox faciles con tioles.
En esto radica la explicacién general de la toxicidad del selenio. Es un catalizador
oxidante de primera orden en el estado de oxidacién de seleniuro capaz de oxidar
continuamente tioles tales como glutation (GSH) y reducir el oxigeno produciendo el

radical libre, superoxido (Xu et al.,, 1991).

Misra y Niyogi (2009) comprobaron la produccion de ROS provocada por el
selenito de sodio a diferentes concentraciones en cultivos primarios de hepatocitos de
trucha arcoiris mostrando que la intensidad de la fluorescencia (DCFH-DA por
microscopia confocal) aumenta de forma dependiente con la concentracion hasta 100

uM (50 uM, 1,2 veces superior al control y 100 uM, 1,3 veces).

Jamwal, Naderi y Niyogi (2016) comprobaron como el selenio a bajas
concentraciones en forma de selenito o selenometioneina (25 uM) induce una
disminucion del estrés oxidativo provocado por el cloruro de cadmio produciendo un
aumento de la respuesta antioxidante celular. Sin embargo, concentraciones de

selenio superiores (> 50 uM) no tenian ningun efecto protector frente al cadmio.

Tabla 15. Diversos estudios de determinacion de ROS realizados por diferentes

autores
Autores Elementos o Células Efectos
compuestos
Yang et al., 1997 Cadmio Fibroblastos de pulmén Produccién de ROS y efecto
fetal humano (MRC-5 protector de la catalasa
células) provocando una disminucion
de la absorbancia
Ciapetti et al, Cr Leucocitos No observaron diferencias con
1998 polimorfonucleares respecto al control en la
(PMNs) produccion de ROS
Bagchi, Bagchi y NaxCr,O7 Células de leucemia El Cr induce la produccion de
Stohs, 2001 mielégena cronica ROS, dafio tisular y dafio
humana  (K562) vy oxidativo del ADN
macrofagos murinos
J774A)
Bagchi, Stohs, Cr Células K562 y J774A Incremento de la produccion
Downs, Bagchi vy de ROS, peroxidacion lipidica,
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lIl. MATERIALES Y METODOS

lll. 1. INTRODUCCION: METALES EMPLEADOS

Los metales téxicos cuyos efectos hemos analizado a nivel celular son el

cadmio, el plomo, el cromo y el selenio.

Las concentraciones utilizadas proceden de mediciones obtenidas a partir de
individuos adultos (12), juveniles (5) y pollos (15) de Pygoscelis antarctica o pinguino
barbijo, Pygoscelis papua o pinguino papua y Pygoscelis adeliae o pingliino de Adelia.
Dichas concentraciones en rifion oscilan entre 387,756 ppm — 0,036 ppm para el
cadmio, 0,328 ppm- 0,001 ppm para el plomo, 98,821 ppm — 2,626 ppm para el selenio
y 1,387 ppm — 0,102 ppm para el cromo. Para higado las concentraciones oscilan
entre 40,012 ppm — 0,002 ppm para el cadmio, 0,207 ppm — 0,001 ppm de plomo,
0,755 ppm — 0,073 ppm para el cromo y 32,875 ppm — 2,509 ppm de selenio. Dichas
concentraciones fueron transformadas a concentraciones milimolares (mM) e
introducidas en cultivo celular en una concentracién entre 100-10 mM y 0,001 mM,
utilizando cloruro de cadmio, nitrato de plomo, tribxido de cromo y tetracloruro de

selenio.

Tabla 16. Concentraciones maximas y minimas encontradas en rifibn y su

equivalencia para las diferentes sales.

Concentraciones en rifién (ppm) Concentraciones sales en linea celular VERO (mM)
Maxima Minima Maxima Minima

Cadmio Cloruro de cadmio

387,756 0,036 3,45 3,2-10"

Plomo Nitrato de plomo

0,328 0,001 1,58 - 10 4,826 -10°
Cromo Oxido de cromo (VI)
Selenio Cloruro de selenio (1V)

98,821 2,626 1,25 3,325 107

Tabla 17. Concentraciones maximas y minimas encontradas en higado y su

equivalencia para las diferentes sales.

Concentraciones en higado (ppm) Concentraciones sales en linea celular AML12 (mM)
Maxima Minima Méaxima Minima
Cadmio Cloruro de cadmio

40,012 0,002 0,355 1,779 - 10°

Plomo Nitrato de plomo

0,207 0,001 9,99 - 10™ 4,826 - 10°

Cromo Oxido de cromo (VI)
2,555 0,073 0,049 1,4-10"
Selenio Cloruro de selenio (V)
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Tabla 18. Concentraciones medias en individuos adultos, juveniles y pollos. * Niveles
no detectables.

Concentraciones medias

Rifién (ppm) Higado (ppm) Linea celular Linea celular
VERO (mM AML12 (mM)

Cadmio Cloruro de cadmio
Adultos 154,074 13,511 1,37 0,12
Juveniles 1,368 0,355 0,012 3,15 - 10°
Pollos 0,312
Adultos 0,151 .
Juveniles i i & &
Pollos .
Oxido de cromo (VI)
Adultos 0,259
Juveniles 0,526 0,407 0,1 8,2-10°
Pollos 0,390 0,470 0,0075 9,5-10°
Selenio Cloruro de selenio (V)
Adultos 35,511 10,127 0,45 0,09
Juveniles 11,572 10,189 0,145 0,09
Pollos 7,799 7,299 0,098 0,064

lll. 2. MATERIAL DE TRABAJO

Todos los ensayos experimentales se llevaron a cabo en la Seccion de Cultivo
de Tejidos de la Universidad de Murcia (Servicio de Apoyo a la Investigacion, SAl

edificio del Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales, SACE).

111.2.1. LINEAS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO

Entre las lineas celulares mas utilizadas se encuentran las células de rifién de
mono verde africano, VERO (Acevedo Fernandez et al., 2013). En este estudio se ha
afadido también una segunda linea de origen hepatico, AML12, para poder evaluar la
citotoxicidad de las concentraciones encontradas en higado.

Por lo tanto, las lineas utilizadas en el prersente estudio son hepatocitos y
células epiteliales de rifién, procedentes de mamiferos. No se pudo trabajar con
células procedentes de pinglinos, ya que éstos estan en peligro de extinciéon y por
tanto no se pueden destinar a investigacion. Por otro lado tampoco existen lineas
celulares estables hepaticas o renales de aves, ya que en la coleccibn americana
(ATCC) solo hay mioblastos de fibrosarcoma de codorniz japonesa, mientras que en la
coleccién europea (ECACC) no hay células de aves, siendo estas dos las colecciones
mas importantes y de referencia. Ademas tampoco se han encontrado células aviares

en Interlab cell line collection (ICLC), en Cell Bank Australia y Thermofisher Scientific.
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Cuando las células se adaptan a un ambiente in vitro, éstas sufren modificaciones con
respecto a su estado in vivo, por lo que un ensayo in vitro nunca reproducira al 100%
las condiciones in vivo, aunque si muestra resultados a nivel celular muy
extrapolables a una situacion in vivo (Freshney, 2010). Por otro lado, la estructura y
funcion hepética en aves y mamiferos es practicamente idéntica, realizando los
hepatocitos las mismas funciones y presentando las mismas caracteristicas citologicas
(Lumeij, 1994). Con respecto a las células renales, si bien los rifiones aviares
presentan algunas nefronas con peculiaridades que difieren de los mamiferos
(nefronas reptilianas), también presentan nefronas con estructura idéntica a éstos
(nefronas mamifero), siendo las células epiteliales presentes en corteza y médula

renal muy similares a las de mamiferos (Lumeij, 1994b; Latimer y Rakich, 2007).

Teniendo en cuenta las similitudes celulares entre este tipo de células de aves
y mamiferos, asi como las posibles adaptaciones a un ambiente in vitro, decidimos
utilizar las lineas estables AML12 y VERO vya caracterizadas y presentes en el Servicio

de Cultivos Celulares de la Universidad de Murcia.

Las lineas celulares empleadas han sido adquiridas de colecciones acreditadas
a nivel internacional (ATCC). Para nuestro estudio hemos utilizado dos tipos de lineas

celulares:

- Vero (ATCC ® CCL-81™). Dicha linea celular es de morfologia fibroblastica
procedente de rifion de Chlorocebus sabeaus (mono verde africano). Fue obtenida en
1962 por Yasumura y Kawakita en la Universidad de Chiba (Japén), empleada en
multitud de estudios de cultivos celulares in vitro. EI medio de cultivo utilizado fue
DMEM (DULBECCO MEM).

- AML12 (ATCC ® CRL-2254™). Es una linea de hepatocitos no transformada con
morfologia epitelial, que procede de higados de ratones transgénicos (Mus musculus)
establecida en 1993 por Wu, Merlino y Fausto. El medio de cultivo empleado es una
mezcla de DMEM y F-12 (1:1).

[11.2.2. REACTIVOS

[11.2.2.1. Metales

Los cultivos fueron tratados con los siguientes compuestos:
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- Cloruro de cadmio (CdCl,) en forma de sal fina de color blanco, siendo su peso
molecular 183,32 g/mol (Sigma-Aldrich®).

- Nitrato de plomo (Pb (NO3),) en forma de sal fina de mayor tamafio de grano, siendo

su peso molecular 331,21 g/mol (Panreac Applichem®).

-Oxido de cromo (VI) (CrOs) en forma de laminas cuarteadas de color cobrizo y con

una masa molecular de 100,01 g/mol (Merck KGaA®).

-Cloruro de selenio (IV) (SeCl;) en forma de sal de color amarillento y con un peso

molecular de 78,96 g/mol (Sigma-Aldrich®).

Para que no se produzca la precipitacion de las sales, se diluyen con agua
purificada y estéril (MilliQ), obteniéndose las concentraciones de ensayo diluidas en el
medio de cultivo suplementado con suero SFB. Dicha disolucion se lleva a cabo 24
horas antes del inicio del ensayo citotéxico, manteniéndola previamente a 4°C.

[11.2.2.2. Ensayo MTT

Para evaluar la citoxicidad por colorimetria se utilizaron los  siguientes

reactivos:

- MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)  (Sigma-USA) con una
concentracion de 5mg/ml. Se presenta en forma de polvo amarillento con un peso
molecular de 414,3 g/mol. Se mantiene almacenado a 4°C en condiciones de
oscuridad. Para su utilizacion en los diferentes ensayos se prepar6 en DMEM o
DMEM/F-12 (sin rojo fenol porque causaria interferencias en la lectura) junto con
glutamina 2mM y piruvato. Después se filtra con un filtro 0,22 um para esterilizar o
eliminar los residuos insolubles. Esta dilucién se mantiene a 4°C en oscuridad hasta su

uso.

-DMSO (dimetilsulféxido) (Serva-Alemania) con un peso molecular de 78,13 g/mol y

densidad de 1,1 g/l. Se conserva a temperatura ambiente.

[11.2.2.3. Viabilidad celular

Para comprobar la viabilidad celular mediante un contador automatico se

empleo:
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- Azul de tripan. EIl azul Tripano (Sigma) es un colorante vital que tifie las células
muertas, mientras que es excluido totalmente de células vivas. Esta cualidad es la
base de este método colorimétrico cuantitativo, que permite medir tanto la viabilidad
como la densidad celular.

[11.2.2.4. Test de micoplasmas

Para realizar el test de micoplasmas se utilizaron los siguientes reactivos:
- Fijador de Carnoy (metanol absoluto: &cido acético glacial 3:1).

- Solucién colorante Hoechst 33258: bis-benzimidazol entre 0,05 y 0,5 pug/ml en
solucion de Hank (preparamos una solucién 10x del colorante y se diluye 1x en Hank’s
cuando se va a realizar la tincion). El colorante Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) es
capaz de tefiir el ADN de células vivas puesto que es permeable a la membrana
celular y tifie el ADN intercalandose en las regiones ricas en adenina y timina.

[11.2.2.5. Ciclo celular por citometria de flujo

Para medir las variaciones en el ciclo celular de las células se utilizaron los

siguientes reactivos:

- loduro de propidio (IP) (C27H34N4l2): Fluorocromo utilizado para medir la muestra.

Detecta la presencia de células necréticas.

- ARNasa: Sirve para eliminar el ARN de doble cadena del citoplasma, evitando las

interferencias en la medicion.

[11.2.2.6. Apoptosis por citometria de flujo y microscopio de fluorescencia

Para analizar si las diferentes concentraciones en los distintos téxicos producen
necrosis o apoptosis se empledé un kit de anexina (Annexin-V-Fluos satining Kit,

Roche®) que contiene:
- Annexin-V-Fluoresceina (110ul).
- loduro de propidio (150 pl).

- Hepes (50 ml).
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[11.2.2.7. Microscopio electrénico de transmision

Para llevar a cabo el estudio morfolégico de las células en microscopio

electronico fueron necesarios los siguientes productos:
- Glutaraldehido para la fijacion y tetroxido de osmio para la postfijacion de las células.

- Acetato de uranilo. Este compuesto estabiliza el material nuclear y los fosfolipidos y

aumenta el contraste.
- Alcohol y oxido de propileno para deshidratar la muestra.
- Resina epoxidica para la inclusion o impregnacion.

- Citrato de plomo.

[11.2.2.8. Ensayo estrés oxidativo por citometria de flujo

Para analizar la cantidad de especies reactivas de oxigeno producida por los
diferentes toxicos empleamos la sonda 2,7-Diclorodihidroxifluorescein (DCFH-DA) que
en presencia de ROS se oxida a 2,7-Diclorofluoresceina (DCF) emitiendo
fluorescencia en FL-1.

[11.2.2.9. Expresién génica

- Realizar la extraccion de ARN: Kit de Qiagen RNeasy purification kit®.

- Determinar concentracion y pureza de ARN: espectrofotometro nanodrop2000
thermofisher.

- Retrotranscripcion (ARN-ADNC): kit iScript CDNA synthesis BioRad®.

- PCR: termociclador de tiempo real BioRad 1Q5, Kit mix SyBR Green Takara® y
primers.

- Andlisis de datos: técnica 2 ¢,

111.3. METODOLOGIA

Nuestro trabajo se centra en el estudio de la viabilidad celular tras la exposicién
al compuesto mediante el ensayo de MTT, observar los cambios que experimentan las
células a nivel morfolégico mediante su estudio con microscopio Optico y electrénico,

la diferenciacion entre células necréticas o apoptéticas mediante los cambios que
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experimentan las células en su membrana (anexina/ioduro de propidio), los cambios
producidos en el ciclo celular, la variabilidad en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y un estudio de la expresion génica experimentada en ambas lineas

celulares tras su exposicion a los diferentes toxicos.

Durante todo el estudio las lineas celulares se someten a diferentes procesos,
de forma que podamos disponer en todo momento del material necesario para dicho

estudio.

Antes de iniciar cualquier operacién se acondiciona el puesto de trabajo (cabina
de flujo laminar) mediante su limpieza con alcohol etilico 70% vy flujo continuo de aire
durante 15 minutos. Todo el material necesario para el procedimiento se introduce en

la cabina previamente limpiada con etanol (70%).

Figura 22. Cabina de flujo laminar vertical.

11.3.1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO COMPLETO PARA LINEA
CELULAR VERO

Para llevar a cabo este paso seguimos las recomendaciones del érgano
institucional del que proceden las lineas celulares y la informacion procedente de

experiencias previas.

En primer lugar es necesario afiadir al medio base DMEM, suero fetal bovino
(FSC 10% v/v) y glutamina 2 mM. Una vez formado el medio de cultivo para evitar la

proliferacion de bacterias se afiade penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100 ul/ml).
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l1.3.2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO COMPLETO PARA LINEA
CELULAR AML12

Para comenzar se prepara una mezcla de medio de cultivo DMEM y medio
de cultivo F-12 HAM (1:1) con glutamina 2,5 mM, HEPES 15mM vy piruvato 0,5 mM.

Después se suplementa con FSC (10%), 5 pg/ml de insulina, 5 ug/ml de
transferrina, 5 ng/ml de selenio, y 40 ng/ml de dexametasona. Al igual que en el caso

anterior también se afiade penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100 pl/ml).

111.3.3. DESCONGELACION DE LINEAS CELULARES

Para proceder a la descongelacién se extrae el criotubo del depésito de
nitrégeno liquido y de forma inmediata se introduce en un bafio térmico a 37°C. Una
vez que su contenido se encuentra en estado liquido (3-4 minutos) para diluir el DMSO
introducimos la suspension celular en un tubo de centrifuga de 15 ml junto con 9 ml de
medio de cultivo. A continuacion se centrifuga (200 xg para la linea celular VERO y
125xg para la linea celular AML12) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después eliminamos el sobrenadante decantando el tubo de centrifuga y se
resuspenden las células con 2-3 ml de medio de cultivo fresco. Para completar el
proceso tomamos una alicuota (100ul) y se lleva a un vial donde se adiciona la misma
cantidad de azul de tripan (dilucion 1:1). Para terminar homogeneizamos la mezcla e
introducimos 10 pl en una camara de recuento automatico para comprobar el

porcentaje de células vivas mediante un contador automatico.
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Figura 23. Centrifugadora

Una vez obtenida la viabilidad celular se procede a la siembra de 2x10° células
en un frasco de 75 cm? (8ml de medio de cultivo fresco y 2ml de la suspension celular).

Después se introducen en un incubador con 5% de CO, a 37°C.

[11.3.4. MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR

[11.3.4.1. Cambios de medio de cultivo

Esta operacion se efectlia 48 horas tras la descongelacion y siembra y cuando
el cultivo esté en un estado de confluencia inferior al 90-95%. Para realizar esta
operacion de forma correcta decantamos el contenido del frasco de cultivo.
Inmediatamente afiadiremos 10 ml de medio de cultivo fresco, agitamos suavemente y

se observa el estado del cultivo a través del microscopio 6ptico.
[11.3.4.2. Pases o subcultivos

Una vez que los cultivos estén cerca del 100% de la confluencia en monocapa
procederemos a la recogida de células para utilizarlas, bien con el objetivo de

aumentar la poblacion de células (cultivo masivo), o bien para la realizacién de los
ensayos.
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Eliminamos el medio de cultivo de la misma forma que en el apartado anterior
para lo cual utilizamos una pipeta de 10 ml, aspirando el medio sin tocar la superficie

de crecimiento de las células.

A continuacién aplicamos un tratamiento enzimético para romper las uniones
de las células entre si y entre éstas y la superficie de cultivo. Para ello se enjuaga el
frasco con 3ml de una combinacion de tripsina-EDTA (concentracion 0,25%-0,1%) y
los desechamos de forma que eliminemos los restos de medio de cultivo que hayan
podido quedar. A continuacion introducimos la misma cantidad de tripsina-EDTA y
para facilitar la dispersion celular introducimos el frasco de cultivo en un incubador a
37°C durante 5 minutos. Una vez comprobado el estado del cultivo en el microscopio
Optico recogemos la totalidad del contenido del frasco de cultivo mediante una pipeta
Pasteur, pasandolo a un tubo de centrifuga, y afiadiendo al mismo 6ml de medio de
cultivo fresco. Seguidamente centrifugaremos (200xg para linea celular VERO y 125xg
para linea celular AML12) a temperatura ambiente durante 10 minutos. En la cabina de
flujo eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el sedimento en 3ml de medio de

cultivo fresco.

[11.3.4.3. Recuento y estimacién de viabilidad

Agitamos la suspension celular que se encuentra en el tubo de centrifuga de 50
ml y a continuacion tomamos una alicuota (100ul) y la llevamos a un tubo Eppendorf
adicionando otros 100 pul de azul de tripAn. Homogeneizamos la mezcla y con una
micropipeta tomamos 10 ul de la mezcla y llenamos la camara de recuento automatico.
Para finalizar, comprobamos el porcentaje de células vivas en un contador automatico.
Podemos seleccionar la opcion “ver imagen” para detectar si existen agregados que

puedan alterar el resultado del recuento.

Posteriormente afiadimos medio de cultivo a un frasco de 75¢cm? y sembramos

diferentes densidades de células, de acuerdo con la ficha técnica de la linea celular.
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Figura 24. Contador automatico de células

111.3.5. CONGELACION DE CELULAS

Este proceso se realiza con ambas lineas celulares con la finalidad de tener un

stock propio de células para realizar los distintos ensayos citotoxicos.

Utilizamos un cultivo que se encuentre a un 80% de confluencia, asegurandose

de que la viabilidad celular es mayor de un 85%.

Ajustamos nuestra concentracion de células a entre 1-10°y 2-10° células/ml.

A continuacién, preparamos el medio de congelacion; como tenemos 3ml de
suspension celular preparamos una solucion de 3 ml con medio de cultivo fresco,
suero (FSC) al 40% y DMSO al 20%. Para ello, en un tubo de centrifuga de 15 ml
introducimos 1,2 ml de medio, 1,2 ml de suero y 0,6 ml de DMSO.

Después mezclamos el medio de congelacién con las células en una
proporcién 1:1, de este modo las células quedan en una concentracién 1-10°
células/ml, el SBF al 20% y el DMSO al 10%.

Para finalizar llenamos cada criotubo con 1ml de la suspensién anterior

obteniendo 6 criotubos/linea celular.
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Completamos el proceso colocando los criotubos en un recipiente de
metacrilato o poliestireno con alcohol isopropilico a -80°C. Estos recipientes garantizan
una velocidad de congelacion entre 1 y 3°C/min. Al dia siguiente lo trasladamos a un
depdésito de almacenamiento con nitrégeno liquido.

111.3.6. DETECCION DE MICOPLASMAS

Mientras que las infecciones bacterianas y fungicas de los cultivos son
relativamente faciles de detectar, prevenir y tratar, la contaminacion por micoplasmas
representa un problema mucho mayor en términos de incidencia, deteccion,
prevencién, erradicacion y efectos. Se ha estimado que entre el 5 y el 35% de los

cultivos celulares actualmente en uso estan infectados por micoplasmas.

Los micoplasmas pertenecen a la clase mollicutes, que actualmente esta
dividido en tres 6rdenes (Mycoplasmatales, Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales).
El género micoplasma comprende mas de 100 especies conocidas que se subdividen
en una multitud de cepas. Se puede considerar que los micoplasmas en los cultivos
celulares son parasitos extracelulares generalmente unidos a la superficie externa de
la membrana celular. Los micoplasmas tienen un tamafio inferior a 0,2 micras y
carecen de pared celular de modo que los antibiéticos que interfieren en la formacion
de mureina de las paredes celulares bacteriana no son eficaces en las

concentraciones estandar en las que se utiliza.

Los efectos de la contaminacion por micoplasma en las lineas celulares pueden
ser muy amplios y con frecuencia se subestiman, lo que lleva a una variedad de

problemas. Estos pueden incluir, entre otros:

» Alteracién de la velocidad de crecimiento y, por tanto de la curva de
crecimiento de la linea celular

* La induccion de cambios morfoldgicos

» Aberraciones cromosomicas

* Alteracion del metabolismo celular

* Disminucion de la viabilidad en la reanimacion de la linea celular al

descongelarla.
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La deteccién de micoplasmas es un proceso de suma importancia que debe
realizarse de forma periédica en cada una de las lineas celulares, ya que su presencia

puede modificar o invalidar los resultados de nuestros ensayos.

Para la realizacion de este test se ha utilizado una placa de cuatro pocillos, de
forma que permite a las células tener un citoplasma extendido en el momento de la
tincion. Antes de llevar a cabo la tincion selectiva de ADN se siembran 5.000 células
por pocillo y se incuban durante 24-48 horas (37°C, 90% de humedad relativa y 5% de
CO,) en el medio de cultivo correspondiente a cada linea celular. Después del

crecimiento de las células llevamos a cabo el siguiente protocolo:

1. Retiramos la mitad del medio de cultivo de cada pocillo, aproximadamente
0,5 ml.

2. Fijamos las células durante 5 minutos afiadiendo a cada pocillo 0,5 ml de
fijador Carnoy sobre el medio de cultivo que hemos dejado en cada pocillo.

3. Retiramos todo el contenido con una pipeta Pasteur.

4. De nuevo afadimos 0,5 ml de fijador Carnoy y lo dejamos actuar durante 10
minutos.

5. Retiramos el fijador y dejamos secar al aire durante aproximadamente 60
minutos.

6. Afadimos de 0,5 a 1ml de colorante a cada pocillo e incubamos a 22-25°C
durante 30 minutos en oscuridad.

7. Retiramos la solucién colorante y lavamos 3 veces con agua destilada.
Dejamos secar al aire el agua sobrante, protegido de la luz.

8. Finalmente observamos cada pocillo al microscopio de fluorescencia a 400

aumentos.
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Figura 25. Microscopio de contraste de fase y de fluorescencia
111.3.7. TEST DE VIABILIDAD Y CITOTOXICIDAD CELULAR (ENSAYO DE MTT)

Debido a la fiabilidad que proporciona y la abundancia de ensayos llevados a
cabo a partir de él, el ensayo elegido para medir la viabilidad celular en nuestro estudio

es el ensayo de reduccion del MTT (Berridge, Tan, McCoy y Wang, 1996).
[11.3.7.1. Curvas de crecimiento

Resulta imprescindible conocer la cinética de crecimiento de cada linea celular
para evaluar cual es el momento més adecuado para realizar los tratamientos con los

diferentes toxicos.

Las células se recogen de frascos de cultivo proximos a la confluencia.
Después se realiza la siembra en placas de microtitulacién de 96 pocillos de fondo
plano para cultivos in vitro, utilizando cinco inoculaciones diferentes para la linea
celular VERO: 20.000 células/cm? (6.400 células/pocillos), 10.000 células/cm? (3.200
células/pocillo), 5.000 células/cm?® (1.600 células/pocillo), 2.500 células/cm? (800
células/pocillo) y 1.250 células/cm? (400 células/pocillo) suspendidas en 200 ul de
medio de cultivo (sin rojo fenol) con un 10% de FSC, glutamina 2mM, penicilina

(100/ml), estreptomicina (100ug/ml) y piruvato. En el caso de la linea celular AML12 se
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utilizaron las siguientes inoculaciones: 80.000 células/cm?® (25.600 células/pocillo),
40.000 células/cm? (12.800 células/pocillo), 20.000 células/cm? (6.400 células/pocillos),
10.000 células/cm, (3200 células/pocillo) y 5000 células/cm? (1.600 células/pocillo).

Se preparan 4 placas idénticas para poder observan los efectos del crecimiento
de las diferentes densidades celulares a las 24, 48, 72 y 96 horas.
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Figura 26. Placa de 96 pocillos

Con el fin de eliminar los efectos de la evaporacion, los pocillos mas externos
se rellenan con 200 ul de agua purificada estéril. Sin efectuar cambio de medio, las

placas se mantienen en un incubador a 37°C, 90% de humedad relativa y 5% de CO,.

En la placa cada columna de 6 pocillos en la linea celular Vero contiene:

- Columna 1: agua estéril purificada.

- Columna 2 (Blanco): medio de cultivo sin células.

- Columna 3: medio de cultivo con una densidad de 6.400 células/pocillo.
- Columna 4: medio de cultivo con una densidad de 3.200 células/pocillo.

- Columna 5: medio de cultivo con una densidad de 1.600 células/pocillo.
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- Columna 6: medio de cultivo con una densidad de 800 células/pocillo.
- Columna 7: medio de cultivo con una densidad de 400 células/pocillo.
- Columna 8: agua estéril purificada.

- Fila A: agua estéril purificada.

- Fila G: agua estéril purificada.

En la linea celular AML12 se lleva a cabo el mismo procedimiento, pero con las

inoculaciones comentadas anteriormente.

Cada 24 horas procediamos a la evaluacion del crecimiento de las células
utilizando el ensayo de MTT.

Cada dia se utiliza una placa para realizar el mismo procedimiento:

- Cambio de medio: en cada pocillo el medio de cultivo se reemplaza por 200 ul de
medio fresco (este medio contiene Unicamente piruvato y glutamina de forma que no

produzcan interferencias en el ensayo).

- Adicionamos 50 pl de MTT (5mg/ml quedando finalmente una dilucion de 1mg/ml en

cada pocillo).
- Incubacién durante 4 horas (37°C, 90% de humedad y 5% de CO,).
- Eliminacion del reactivo no metabolizado.

- Introduccién de 100 ul de DMSO a cada pocillo para extraer el colorante de las

células.

- Homogeneizacion del colorante en los pocillos mediante un agitador de placas

durante 5 minutos y en condiciones de oscuridad.

- Lectura de placas en un espectofotometro Multiskan MCC/340P, utilizando un
sistema de doble longitud de onda (570/690 nm) para registrar los resultados. El
programa se ajusta para poder eliminar la absorcion de fondo detectada en la segunda

columna (blanco).
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Figura 27. Lector de placas Fluostar Galaxy

[11.3.7.2. Patrones

Se llevo a cabo la correspondiente placa patron para determinar la relacion
existente entre el nimero de células y la intensidad colorimétrica de ambas lineas
celulares. Tras comprobar que las células se han adherido a la superficie de la placa
de 96 pocillos (alrededor de 3 horas después de la siembra) se realiz6 la técnica de
MTT con un rango de células correspondiente entre 800 células/pocillo y 200.000

células/pocillo.

En la placa cada columna de 6 pocillos contiene:

- Columna 1: agua estéril purificada.

- Columna 2 (Blanco): medio de cultivo sin células.

- Columna 3: medio de cultivo con una densidad de 200.000 células/pocillo.
- Columna 4: medio de cultivo con una densidad de 100.000 células/pocillo.
- Columna 5: medio de cultivo con una densidad de 51.200 células/pocillo.
- Columna 6: medio de cultivo con una densidad de 25.600 células/pocillo.

- Columna 7: medio de cultivo con una densidad de 12.800 células/pocillo.
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- Columna 8: medio de cultivo con una densidad de 6.400 células/pocillo.
- Columna 9: medio de cultivo con una densidad de 3.200 células/pocillo.
- Columna 10: medio de cultivo con una densidad de 1.600 células/pocillo.
- Columna 11: medio de cultivo con una densidad de 800 células/pocillo.

- Columna 12: agua estéril purificada.

- Fila A: agua estéril purificada.

- Fila G: agua estéril purificada.

A continuacion se lleva a cabo el mismo proceso que en el apartado anterior,

es decir, un ensayo con MTT.

[11.3.7.3. Medida de la osmolaridad

La alteracién de la osmolaridad es un factor de estrés celular que afecta el
balance i6nico e hidrico. Cuando afiadimos sales al medio de cultivo celular para
evaluar sus efectos, éstos pueden quedar ocultos si dichas sales producen un
aumento o una disminucion de la presion osmdética. Para comprobar que no existen
efectos perjudiciales como consecuencia de la modificacién de la presion y no por la
presencia de los metales, comprobamos la osmolaridad de los medio de cultivo y de
éstos con las diferentes concentraciones de metales. Para procesar las muestras
utilizamos un osmémetro (Knauer) previamente calibrado; medimos la osmolaridad del
blanco (Gnicamente medio de cultivo suplementado con suero), de los controles
(medio de cultivo con 10% de Milli-Q) y las muestras con la concentracibn maxima y
minima de cada metal (medio de cultivo y 10% de agua purificada con la sal del metal

correspondiente disuelta).
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Figura 28. Osmémetro

111.3.7.4. Exposicién de las células a diferentes concentraciones de toxicos

La respuesta celular, en referencia a la viabilidad celular tras la exposicion a
diferentes metales ha sido evaluada usando la técnica colorimétrica de MTT para
cultivo con crecimiento en monocapa. El rango de concentraciones se fue acotando a

través de sucesivos ensayos dependiendo de sus efectos en ambas lineas celulares.

Las células obtenidas a partir de cultivos proximos a la confluencia son
tripsinizadas, centrifugadas, resuspendidas y contabilizadas. Una vez conocida la
cantidad de células de las cuales disponemos, se procede a la siembra en placas de
96 pocillos con una densidad de 3.200 células por pocillo para el caso de la linea
celular Vero y 12.800 células por pocillo para la linea AML12 en 180 ul de medio (sin
rojo fenol) con FSC al 10%, y dejando los bordes de la placa con agua Milli-Q para

evitar procesos de evaporacion.

Las placas se mantienen en incubacién (37°C, 90% de humedad y 5% de CO,)
durante 48 horas, tiempo en el que las células se encuentran en su fase de latencia.
Tras este periodo, cuando las células comienzan su fase exponencial, se afiaden las

sales disueltas de los metales cuyos efectos queremos evaluar.

Cada una de las concentraciones utilizadas se incorpora a las placas por

sextuplicado (6 pocillos para cada concentracion) diluidas en agua purificada estéril,
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en un volumen total de 20 ul. La concentracion utilizada ser4 10 veces superior a
aguella cuyo efecto citotoxico queremos evaluar, ya que el medio de cultivo con el que
inicialmente se habia efectuado la siembra permanece en los pocillos.

Cada una de las placas queda estructurada de la siguiente forma: la primera
columna corresponde al blanco (para eliminar la absorbancia de fondo en la lectura), la
cual solo contiene 200 ul de medio de cultivo; la segunda corresponden al control, la
cual contiene 180 ul medio y 20 ul de agua Milli-Q; desde la tercera columna hasta la
undécima corresponden a los pocillos que contienen las concentraciones a evaluar de
las distintas sales, partiendo siempre de la concentracion mas diluida a la mas
concentrada; la ultima columna y las filas A y G contienen Unicamente agua purificada

estéril.

En estas condiciones, las placas permanecian en incubacién durante 24 horas.

Una vez comprobado el estado de las células a nivel microscépico se procede
a la coloracién de las mismas mediante la técnica de MTT: retirada del medio, adicion
de 200 pul de medio (Unicamente con glutamina y piruvato) y 50 ul de MTT por pocillo,

incubacion durante 4 horas.

Figura 29. A. Placa tras 24 horas de incubaciéon con MTT. B. Placa con DMSO.

Tras las 4 horas se procede a la eliminacién del reactivo no incorporado a las
células, extraccion del colorante de las células mediante la adicion de 100 ul de DMSO
por pocillo, agitacion de las células y lectura de cada placa en un espectrofotometro

(Omega) a una longitud de onda de 570/690 nm.
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Para eliminar de colorante absorbido en cada placa, el lector es programado

para que reste a cada pocillo la lectura correspondiente a los pocillos en blanco.

111.3.8. CITOMETRIA DE FLUJO

[11.3.8.1. Andlisis del contenido de ADN: Ciclo celular por citometria de flujo

La cuantificaciébn del contenido de ADN de las células por citometria de flujo
permite determinar la distribucion de una poblacién celular a lo largo de las distintas
fases del ciclo celular. Las células, en funcién de la fase del ciclo en la que se
encuentren, pueden tener la dotacién cromosémica normal (2n) cuando estan en fase
GO0/G1, doble (4n) cuando estan a punto de dividirse en la fase G2/M, o bien, una
cantidad de ADN intermedia cuando estan en la fase S (sintesis de ADN previa a la

mitosis).

Para el analisis del contenido de ADN celular, las células se resuspendieron a
una concentracion de 0,5-1x10° células/ml en PBS. Para fijar las células se tomaron
200 pl de la suspension celular a la que se le afiadieron 2 ml de una mezcla de etanol:
PBS frio (70%:30%) y se mantuvieron durante 30 minutos a 4° C. Las células se
centrifugaron 10 minutos a 200xg para el caso de la linea celular Vero y durante 8
minutos a 125xg para la linea celular AML12.

Posteriormente se descartd el sobrenadante, resuspendiendo las células en
800 pl de PBS al que se afadieron 100 ul de una disolucién de RNAsa 1 mg/ml y 100
pl de IP (400 pg/mL, Sigma). Tras la adicién de la RNAsa y el IP, las células se
incubaron a 37° C durante 30 minutos y se analizaron en el citbmetro de flujo

FACScalibur mediante el programa informatico CellQuest.

El citometro de flujo selecciona las células en poblaciones en funcién de su
contenido en ADN, dando lugar a un histograma en el que se representa la cantidad
de ADN de la célula frente al nimero de células de cada poblacion. El andlisis de las
distintas fases del ciclo celular se realizé con el software CellQuestPro cuantificando el

perfil de las distintas fases del ciclo celular para cada tipo de muestra.
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Figura 30. Citobmetro EPICS XL.

[11.3.8.2. Discriminacién entre apoptosis y necrosis por citometria de flujo

En nuestro caso, mediante la combinacién de anexina V-FITC y el marcador
cationico ioduro de propidio (IP) distinguiremos diferencias entre células apoptéticas y
necroticas debido a alteraciones en la composicién de la membrana. Como el objetivo
de nuestro estudio es diferenciar en qué medida las lineas celulares empleadas se ven
afectadas por apoptosis o0 necrosis tras la exposicion a los diferentes téxicos, este
ultimo método es el que consideramos mas idéneo (complementado con otros como la
microscopia electréonica y de fluorescencia) y el que hemos empleado en nuestro
estudio.

Se basa en el principio de que las células normales son de naturaleza
hidréfoba, ya que expresan fosfatidilserina en la membrana interna (lado que mira
hacia el citoplasma) y cuando las células sufren apoptosis la membrana interna voltea
para convertirse en membrana externa, exponiendo asi fosfatidilserina. La
fosfatidilserina expuesta es detectada por Anexina V. El yoduro de propidio tifie las
células necroticas que tienen el contenido de ADN dafiado ayudando a diferenciar las
células apoptéticas de necréticas.
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Tabla 19. Longitudes de onda de anexina y yoduro de propidio.

Fluoresceina Yoduro de propidio
Excitacion 488 nm 400-540 nm
Emision 518 nm 617 nm

La apoptosis y/o necrosis se evalué mediante citometria de flujo utilizando
como reactivos un kit de annexina-V-fluos (Roche®). Dicho kit contiene: 110 pl de
annexina, 150 ul de IP y 50 ml de tampon buffer. Como dosis de toxicos se emplearon
las CEs, de cada toxico, las medias obtenidas de las tres especies de pinglinos
adultos, la concentracién mas alta para el plomo, y las medias obtenidas para juveniles

y pollos.

Se utilizan placas de 6 pocillos y en cada pocillo se siembran las células con
una densidad de 10.000 células/cm?® para la linea celular VERO y de 40.000
células/cm? para la linea celular AML12, por lo que en total se cultivan en cada pocillo
95.000 células para VERO y 380.000 células para AML12. Las células se mantienen
en incubacion durante 48 horas. En cada pocillo se introduce la cantidad necesaria de

suspension celular y medio de cultivo hasta un volumen de 2,7 ml.

Después se afiade a los pocillos control 300 ul de agua, y a cada uno de los
pocillos restantes la misma cantidad de toxico en la concentracion requerida, es decir,
su CEs, su concentracion media o su concentracion maxima para el caso del plomo,

es decir, el 10% de téxico.

Como control positivo, para detectar que en nuestras células se aprecia la
aparicion de apoptosis se emplea camptotecina (interacciona con la enzima
topoisomerasa | alterando el proceso normal del ciclo celular y provocando apoptosis)

en una concentracion de 4pg/ml y se mantiene en incubacién durante 24 horas.

El efecto provocado por los téxicos se evalla a las 24 horas. Una vez pasado
este tiempo se observan las células al microscopio Optico. A continuacion se procede a
recoger el medio en tubos Falcon de 15 ml. Posteriormente se afiade 1ml de tripsina
(0,25 % y 0,02% EDTA) a cada pocillo. Se mantiene en incubaciéon durante 4-5
minutos y después se neutraliza la tripsina con 1 ml de medio de cultivo. Se retira la
mezcla y se introduce en los tubos Falcon de 15 ml para centrifugar durante 10-8

minutos a 200-125 xg en el caso de la linea celular VERO o AML12, respectivamente.
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En este momento se prepara la solucion de anexina/lP. Se afiade 20 pul de
annexina y 20 pl IP a 1 ml de incubation buffer obteniéndose una cantidad suficiente

para diez muestras.

Una vez centrifugadas las células, se retira el sobrenadante y se afiade a cada
Falcon 500 pl de PBS para eliminar los posibles restos celulares y proteinas del medio
gue puedan interferir y se pasan a viales. A continuacion se utiliza una microcentrifuga
(Beckman Microfuga®) a 200xg durante 5 minutos. Una vez acabado este proceso se
elimina el sobrenadante y el pellet celular se resuspende en el preparado de
anexina/IP en las muestras que hayan contenido toxico y en el control. Para saber
donde se localiza la poblacion celular se prepara también dos muestras, una que
contiene Unicamente IP (necrosis) y otra que solo contiene annexina (apoptosis

temprana). Se mantienen a 15-25°C durante 15 minutos en condiciones de oscuridad.

Transcurrido este tiempo se afiaden 0,5 ml de incubation buffer y se pasan a
tubos de polipropileno de 5 ml (deltalab) para proceder a su andlisis en el citbmetro
EPICS XL (Expo32 ADC, Beckman Coulter).

111.3.9. MICROSCOPIA OPTICA DE CONTRASTE DE FASES

En nuestro estudio ha sido utilizado el microscopio Gptico de contraste de fases
para observar los cultivos celulares (células vivas) y monitorear actividades
(crecimiento y comportamiento). Mediante el uso del microscopio July se realizé una
pelicula mediante la secuenciacion de fotos tomadas cada 5 minutos durante 24 horas

para observar el efecto de la concentracién media de selenio en adultos.
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Figura 31. Microscopio July.

111.3.10. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Una vez que hemos delimitado las concentraciones milimolares para las cuales
tienen efecto los compuestos ensayados, se reprodujeron los ensayos en frascos de
25cm?. Las concentraciones estudiadas corresponden a las CEs, obtenidas a partir de

las curvas dosis-respuestas mediante el programa informatico SigmaPlot 11.0.

Tras finalizar la exposicion a los toxicos (24 horas) y en los grupos control con
la adiciébn de agua purificada estéril, las muestras son tripsinizadas y recogidas en
tubos de centrifuga de 15ml. Una vez centrifugadas a 200 xg (10 minutos) para la linea
celular VERO y a 125 xg (8 minutos) para la linea celular AML12 se elimina el
sobrenadante y se realiza una primera fijaciébn con glutaraldehido al 3% (fijador no
coagulativo que forma enlaces intra e intermoleculares y cambia la forma sol del
citoplasma a gel) en tampén cacodilato 0,1 M (pH 7,2-7,4) manteniéndose a una
temperatura de 4°C durante una hora. La finalidad de la fijacion es conservar las
células de forma que muestren el mayor parecido posible a su estado in vivo,
aumentar la dureza para facilitar el corte fino y evitar la autolisis y degeneracion post

mortem.

Después las muestran pasan a tampon cacodilato 0,1 M y sacarosa al 8%

durante toda la noche.
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Se procede a la postfijacion con acido 6smico al 1% a 4°C durante dos horas y
30 minutos. El &cido 6smico es un fijador secundario que reacciona con lipidos y se
reduce (color negro).

A continuacion, cada muestra se lava en tampon cacodilato con sacarosa
durante 12 horas y es contrastada con acetato de uranilo al 4,8% en tampén veronal
0,1 M (pH 7,2-7,4) a 4°C durante dos horas. El acetato de uranilo estabiliza el material
nuclear y los fosfolipidos y aumenta el contraste.

La deshidratacion se realiza con alcoholes a temperatura ambiente y de forma
gradual (30, 50, 70 y 90%) durante 10 minutos para cada alcohol. Su finalidad es

eliminar y/o desplazar el agua y evitar deformaciones.

Durante dos periodos de 10 minutos, las muestras permanecen en alcohol
absoluto con sulfato de cobre pasando después a 6xido de propileno durante dos
periodos de 15 minutos. El 6xido de propileno es un liquido de transicién miscible ya

gue la resina final no se suele disolver en alcohol.

La impregnacién se llevd a cabo mediante pases sucesivos en resina epon y
oxido de propileno a distintas proporciones (1/2, durante 45 minutos; 1/1 y 2/1 durante

dos horas cada uno), terminando con epon puro durante toda la noche.

Los bloques se realizaron mediante la introduccién de la muestra y la resina
sintética (epon 812, DDSA, MNA y DMP30) en céapsulas de gelatina, dejandolas 48

horas para que solidifique en una estufa a 70°C.

Para seleccionar las zonas de interés, se realizan cortes semifinos tefiidos con
azul de toluidina. Después se obtienen cortes ultrafinos de aproximadamente 50-70
nm de grosor con un ultramicrotomo (LEICA UC6) que fueron contrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo y observadas en un microscopio (Philips Ternay o
Jeol 1011 con una aceleracion de 80Kv) con una camara digital acoplada para la

captacion de imagenes.
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-

Figura 32. Microscopio electrénico JEOL (JEM-1011).

111.3.11. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El microscopio de fluorescencia se utilizé para confirmar la presencia de células

necroticas y apoptéticas tras el tratamiento con las diferentes sales.

De la misma forma que utilizamos como reactivos un kit de annexina-V-
fluos (Roche®) para evaluar los efectos de necrosis/apoptosis por citometria de flujo,

usamos el mismo kit para la fluorescencia.

Se utilizan placas de 4 pocillos y en cada pocillo se siembran las células con
una densidad de 10.000 células/cm? para la linea celular VERO y de 40.000
células/cm? para la linea celular AML12, por lo que en total se cultivan en cada pocillo
18.000 células para VERO y 72.000 células para AML12. Las células se mantienen en
incubacién durante 48 horas. En cada pocillo se introduce la cantidad necesaria de

suspension celular y medio de cultivo hasta un volumen de 900 pl.
Después se afiade a los pocillos control 100 pl de agua, y a cada uno de los

pocillos restantes la misma cantidad de toxico en la concentracion requerida (10% de
toxico).
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El efecto provocado por los toxicos se evalla a las 24 horas. Una vez pasado
este tiempo se eliminan los bordes de los pocillos y sobre cada uno se afiaden 100 pl
de la solucién anexina/IP. Después se mantiene en incubacion y tapado durante
aproximadamente 20 minutos. Finalmente se observa el portaobjetos mediante un

microscopio de contraste de fase con una camara de fluorescencia acoplada.

111.3.12. ESTRES OXIDATIVO (ROS)

Para medir las variaciones en el estrés oxidativo causado por los diferentes
compuestos se empled la sonda 2,7- Diclorodihidroxifluorescein (DCFH-DA). Dicha
sonda es de composicién apolar y tiene la capacidad de atravesar la membrana
plasmética. Una vez dentro es hidrolizada por esterasas de la célula a
diclorofluoresceina (DCFH) que en presencia de especies reactivas de oxigeno, se
convierte en su forma fluorescente (DCF) (Wang y Joseph, 1999; Halliwell vy
Whiteman, 2004). Este método es excepcionalmente sensible y proporciona una
medida directa de estrés oxidativo en general, que detecta oxidantes intracelulares
(Ferrer et al., 2009).

El ensayo comienza con el uso de placas de 6 pocillos donde en cada pocillo
se siembran las células con una densidad de 10.000 células/cm? para la linea celular
VERO y de 40.000 células/cm? para la linea celular AML12, por lo que en total se
cultivan en cada pocillo 95.000 células para VERO y 380.000 células para AML12. Las
células se mantienen en incubacién durante 48 horas. En cada pocillo se introduce la
cantidad necesaria de suspension celular y medio de cultivo hasta un volumen de 2,7

ml.

Después se afade a los pocillos control 300 ul de agua Milli-Q, y a cada uno de
los pocillos restantes la misma cantidad de téxico en la concentracién requerida, es
decir, su concentracidon media de adultos, juveniles y pollos para el cadmio, el plomo,

el cromo y el selenio (10% de téxico).

El efecto provocado por los téxicos se evalla a las 24 horas. Una vez pasado
este tiempo se observan las células al microscopio Optico. A continuacion se procede a
recoger el medio en tubos Falcon de 15 ml. Posteriormente se afiade 1ml de tripsina
(0,25 % y 0,02% EDTA) a cada pocillo. Se mantiene en incubaciéon durante 4-5

minutos y después se neutraliza la tripsina con 1 ml de medio de cultivo. Se retira la
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mezcla y se introduce en los tubos Falcon de 15 ml para centrifugar durante 10-8

minutos a 200-125 xg en el caso de la linea celular VERO o AML12, respectivamente.

A continuacion, se elimina el sobrenadante y resuspenden las células en 1ml
de PBS para proceder al lavado de la muestra y se vuelve a centrifugar durante 10-8
minutos. Después se elimina el sobrenadante y afiado 975 ul de PBS y 25 ul de
DCFH-DA (a partir de una disolucién stock 1mM en PBS, con 1,74% de EtOH) a cada
muestra incluyendo el control (excepto el blanco que no mostrara fluorescencia al
analizarlo en el citbmetro). Se mantienen las muestras en incubacion durante 20-30
minutos en condiciones de oscuridad. Posteriormente se centrifuga durante 5 minutos
y se elimina el sobrenadante, se afiade 1 ml de PBS y se traspasa la muestra a tubos
de polipropileno de 5 ml (deltalab®). EI aumento o disminucién de la fluorescencia de
las muestras con respecto al control fue medido utilizando el citometro de flujo

FACScalibur mediante el programa informatico CellQuest.

Una vez obtenidos las distintas medidas de fluorescencia para cada muestra

problema, los resultados son analizados mediante el programa informético FlowJo.

111.3.13. EXPRESION GENICA

Se ha estudiado el efecto producido por las distintas concentraciones de los
toxicos en estudio sobre la apoptosis, estrés oxidativo, proteccion celular y estrés
celular. Como gen indicador de apoptosis se estudié la variacién en la expresion
génica del gen Bcl-2 associated x protein (Bax), como indicador de estrés oxidativo se
analizé el gen catalasa (Cat), como indicador de proteccion celular se estudio la
metalotioneina (Mtl) y por ultimo para comprobar el efecto de los téxicos sobre el

estrés celular se utilizé el gen Heat Shock protein 70 (Hspa 13).

Se realiz6 un cultivo de las lineas celulares AML12 y VERO a una confluencia
de 40.000 células/cm?y 10.000 células/cm? respectivamente, en placas de 12 pocillos.
Se emplea un grupo blanco, un grupo control y tratamientos de las diferentes
concentraciones de los distintos téxicos en estudio. Las células se mantuvieron
durante 24 horas con cada concentracion toxica en un incubador a 37°C (5% CO,,
humedad 95%).
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Trascurridas las 24 horas se realizé la extraccion del ARN de las células para
cada una de las condiciones en estudio utilizando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®) de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante y realizando una incubaciéon con
DNasa (Qiagen®).Transcurridas las 24 horas, se elimind el sobrenadante de los
cultivos celulares y se tratan las células con un buffer de lisis. Posteriormente, el lisado
celular pasa por un filtro con sales de silice que retiene a los acidos nucleicos y se
someten a varios pases de limpieza. A continuacion, se procedié a realizar una
digestiébn con ADNasa para eliminar los restos de ADN y se vuelve a producir un
proceso de lavado y limpieza con buffers. El proceso terminé mediante la adicién de
agua gue provoca que los acidos nucleicos se despeguen del filtro y se eliminen con el

agua, obteniendo una solucién de ARN.

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion y determinacién de la pureza del
ARN extraido utilizando el espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermofisher®). Las
muestras (de suficiente cantidad y calidad) fueron normalizadas a 500 ng de ARN y se
procedi6 a realizar una retrotranscripcion del ARN mensajero empleando el kit iScript
cDNA (BioRad®) mediante el siguiente protocolo: unién de primers 5 minutos a 25°C,
transcripcién inversa 20 minutos a 46°C, inactivacién de transcripcion inversa 1 minuto
a 95°C, las muestras de ADN complementario pueden almacenarse a temperaturas de

congelacioén o refrigeracion, durante tiempos mas cortos.

Se realiz6 la cuantificacién del ADN complementario para cada gen mediante
una gPCR usando el termociclador IQ5 (BioRad®). La reaccién de PCR se llevé a cabo
empleando el Mix “SYBR Green Master Mix: SYBR Premix Ex Taq Il (Tli RNase H
Plus) de la casa comercial Takara® basado en SYBR Green y los primers indicados en
las tablas 20 y 21.

El andlisis de la expresion de los diferentes genes se realiz6 utilizando al gen

Gapdh como gen control y mediante la técnica de 2 =,
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Tabla 20. Primers utilizados para el analisis de la expresién génica mediante gPCR

para la linea celular AML12 (Sigma® y Quiagen®)

Nombre del gen Abreviatura Secuencia (5°-3%)
Glyceraldehyde-3- Gapdh "QuantiTect Primer Assay.
phosphate dehydrogenase Mm_Gapdh_3" (Qiagen®)
Bcl-2 associated X protein Bax CCTTTTTGCTACAGGGTTTC
ATATTGCTGTCCAGTTCATC
Catalasa Cat CTCCATCAGGTTTCTTTCTTG
CAACAGGCAAGTTTTTGATG
Metalotioneina-1 Mtl TCCAACGACTATAAAGAGGG
CGGAGTAAGTGAGGAGAAG
Heat shock protein 70 Hspal3 CGATGTCTGGATTTCTAACC
CTCTGATTGAAGTCTTGTCC

Tabla 21. Primers utilizados para el analisis de la expresién génica mediante qPCR

para la linea celular VERO (Sigma®)

Nombre del gen Abreviatura Secuencia (5°-3%)
Glyceraldehyde-3- Gapdh CGACCACTTTGTCAAGCTCA
phosphate dehydrogenase GTGAGGGCCTCTCTCTTCCT
Bcl-2 associated X protein Bax GGGGACGAACTGGACAGTAA
CCTTGGTACACAGGGCCTTA
Catalasa Cat TCTGGGACTTCTGGAGCCTA
TTTGCAATAAACCGCCTTTC
Metalotioneina-1 Mix1 GAAGTGACCCGGAAGTGGTA
CGGTACAGCTCCTTTCTCCAG
Heat shock protein 70 Hspal3 CACAGGGACCAGGAAAGAAA
CACAGGGACCAGGAAAGAAA
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1.CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR

La proporcionalidad entre la intensidad colorimétrica y el nidmero de células
para el rango de concentracién establecido, presenta una relacion de tipo sigmoidal
para ambas lineas celulares. Para determinar los limites de sensibilidad se realiza un
ajuste lineal de nuestros valores para la linea celular VERO y un ajuste exponencial

para la linea celular AML12.
Cada punto representado en las rectas corresponde a la media de 6 medidas
independientes. En las siguientes graficas se representan las curvas patron para cada

linea celular y sus correspondientes rectas de regresion.

CURVA PATRON VERO

fl = min + (max-min)/(1 +
(XEC50)"(-Hillslope))

R?=0,9941

Absorbancia MTT (570/690 nm)

102 103 104 10° 108

Células./cm2

Figura 33. Curva patron para la linea celular VERO.
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y = 0,9613x - 0,5915
R? = 0,9987

=g \/aloOres reales

= === Ajuste lineal

0,41

40.000 80.000 160.000 320.000
Células/cm?

Absorbancia MTT (57

Figura 34. Ajuste lineal VERO

Tabla 22. Absorbancia segun el nimero de células para la linea celular VERO

Namero de Absorbancia Desviaciéon Maxima Minima
células/cm? media estandar

10.000 0,154 0,02 0,18 0,134

40.000 0,41 0,08 0,553 0,318

160.000 2,296 0,2 2,559 2,024

640.000 3,389 0,02 3,411 3,367
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Absorbancia MTT (

Absorbancia MTT (570/690 nm)

CURVA PATRON AML12

w

fl = min + (max-min)/(1 +
(X/EC50)"(-Hillslope))

R?=0,9777

N

[y
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Células/cm2
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Figura 35. Curva patron para la linea celular AML12

y =0,6023x + 0,0559
Rz =0,9924
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Células/cm?

=—g=== \/alores reales

= === Ajuste lineal

Figura 36. Ajuste exponencial linea celular AML12
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Tabla 23. Absorbancia segun el nimero de células para linea celular AML12

Namero de Absorbancia Desviacion Maxima Minima
células/cm?® media estandar
1.250 0,009 0,006 0,02 0,004
2.500 0,03 0,008 0,04 0,02
5.000 0,094 0,017 0,117 0,74
10.000 0,18 0,033 0,22 0,14
20.000 0,422 0,1 0,569 0,264
40.000 0,693 0,1 0,866 0,512
80.000 1,307 0,1 1,488 1,155
160.000 1,716 0,3 1,931 14
320.000 2,48 0,3 2,8 2
640.000 3,118 0,2 3,22 2,64

En la tabla 24 pueden apreciarse los diferentes parametros estadisticos que

indican la bondad del ajuste.

Coeficiente de determinacién (R Coeficiente de correlacion (R) Ajuste de R? Error estandar
VERO 0,9941 0,9971 0,9938 0,1031
AMLL2 0,9777 0,9888 0,9765 0,1647

Tabla 24. Datos estadisticos de la curva patrén para ambas lineas celulares

Las curvas patrén son de gran importancia para caracterizar cada linea celular

y para disefar la estrategia experimental. La técnica colorimétrica del MTT ha sido

ampliamente utilizada en multitud de estudios (Song y Koh, 2012; Sinha, Pal y Sil,

2014; Skipper et al., 2016). En nuestro estudio se observé una buena correlacion entre

el nimero de células y la absorbancia medida, demostrando ser adecuada para

estimar la viabilidad celular tras la exposicion a diferentes compuestos téxicos. Para

ambas lineas celulares el limite de sensibilidad es alto, es decir, el rango en el que la

absorbancia es proporcional al nimero de células. La pendiente de la recta patréon de

las células VERO es ligeramente superior a la de la linea celular AML12. Si bien

ambas lineas celulares presentan una relacién absorbancia/nidmero de células muy

similar, esta relacion es ligeramente superior para VERO. Esta pequefia diferencia
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puede deberse a la cantidad de mitocondrias disponibles en ambas lineas celulares o
a la actividad enzimatica. Un mayor numero de mitocondrias 0 de enzimas succinato-
deshidrogenasa (transforma MTT en formazan) produciria una mayor absorbancia,
siendo la cantidad de células vivas proporcional a la cantidad de formazan producido.
Con el microscopio electronico ambas lineas mostraron una cantidad suficiente de
mitocondrias, aunque eran mas visibles en el caso de la linea celular VERO. Mediante
el estudio posterior de ROS, verificamos que las unidades de fluorescencia (indica
presencia de ROS mediante sonda DCFHA-DA) en la linea célular VERO para la
muestra control es muy superior al de AML12. Aunque los ROS pueden provenir de
diferentes organelas, las mitocondrias son consideradas las principales productoras de
ROS. Estas producen principalmente anién superdxido (O,) y peréxido de hidrégeno
(H,0,) (Hoppel, Kim, Minkler y Paul, 2011). Aproximadamente el 80% del anién
superoéxido es producido por las mitocondrias (Hemann, Velayutham y Zweier, 2011).

V. 2. CURVAS DE CRECIMIENTO

Las curvas de crecimiento se determinan para conocer la densidad inicial y el
momento de adiccién del agente. Este debe ser tal que el cultivo control se encuentre
todavia en crecimiento exponencial en el momento de realizar la medida, ya que los

resultados se expresan como % del control.

De la misma forma que en las curvas patrén, las curvas de crecimiento se
establecen usando como técnica colorimétrica el ensayo de MTT, donde cada punto
corresponde a la media de seis valores. Los datos aportados por las curvas de

crecimiento se analizaron usando el programa informatico GraphPad Prism 5.
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Curva de crecimiento VERO
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Figura 37. Curvas de crecimiento con distintas inoculaciones para linea celular VERO

Al comparar las diferentes curvas de crecimiento dependiendo de las células
inoculadas, comprobamos que para la linea celular VERO los in6culos de 1.250, 2.500
y 5.000 células/cm? presentan una fase de latencia alargada donde no se observan
cambios significativos en los niveles de absorbancia, observdndose un ligero
crecimiento mas marcado para la inoculaciéon de 5.000 células/cm?; sin embargo, esta
primera fase si es mas pronunciada para las inoculaciones de 10.000 y 20.000

células/cm?, donde las células se adaptan al medio de cultivo y comienzan a dividirse.

En la fase exponencial no se aprecian variaciones en la pendiente de las
curvas pertenecientes a las inoculaciones de 1.250 y 2.500 células/cm?; en el caso de
la curva de 5.000 células/cm?® presenta una fase exponencial con principio menos
acentuado entre las 48-72 horas, y en el caso de las curvas pertenecientes a la
inoculaciéon de 10.000 y 20.000 células/cm?® se observa una fase exponencial mas
prolongada en el tiempo para el caso de 10.000 células/cm? entre las 48 y 96 horas y

la curva de 20.000 células comienza a estabilizarse a partir de las 72 horas.
En ninguna de las curvas se observa de forma clara una fase de

estacionamiento, pero si comienza a observarse el inicio de dicha fase con valores

entre 3-3,5 de absorbancia a partir de las 96 horas, debido a la escasez de nutrientes.
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En las siguientes tablas (tablas 25 y 26) se indican los valores medios de
absorbancia (6 valores) desde la siembra de las células hasta trascurrir 24 horas de

exposicion a los distintos téxicos.

Tabla 25. Absorbancia segun las células inoculadas inicialmente y el tiempo de

crecimiento para la linea celular VERO

Inoculacion 1.250 células/cm

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,073 0,0127 0,09 0,054
48 0,081 0,014 0,101 0,06
72 0,212 0,0353 0,243 0,145
96 0,91 0,2 1,26 0,73

Inoculacion 2.500 células/cm®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,077 0,0194 0,114 0,061
48 0,17 0,0194 0,197 0,139
72 0,46 0,4835 0,513 0,396
96 2,2 0,4 2,74 1,82

Inoculaciéon 5.000 células/cm®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,173 0,015 0,197 0,158
48 0,456 0,0246 0,504 0,434
72 1,05 0,0847 1,155 0,899
96 3,39 0,0359 3,41 3,32

Inoculacién 10.000 células/cm

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,481 0,0372 0,528 0,422
48 0,898 0,0987 0,906 0,811
72 1,948 0,2 2,161 1,91
96 2,69 0,4 3,27 2,14

Inoculacién 20.000 células/cm

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,755 0,4 0,688 0,571
48 1,479 0,1 1,572 1,336
72 2,931 0,2 3,197 2,647
96 3,37 0,0317 3,4 3,31
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En el caso de la linea celular AML12 se observan mayores diferencias al
comparar las diferentes curvas correspondientes a las distintas células inoculadas.
Para las cuatro inoculaciones utilizadas se observa claramente la fase de latencia

donde la poblacién se mantiene constante durante las primeras 48 horas.

En cuanto a la fase logaritmica, en la inoculacién de 5.000 células/cm? el
crecimiento es muy leve y aumenta escasamente en la inoculacién de 10.000
células/cm2. En el caso de la curva de 20.000 células/cm? se observa un principio
menos acentuado entre las 48 y 72 horas y un claro crecimiento exponencial a partir
de 72 horas. En el caso de la curva de 40.000 células/cm? queda patente el

crecimiento exponencial de las células entre las 48 y 72 horas.
Con respecto a la fase estacionaria es visible en la curva correspondiente a la

inoculaciéon de 40.000 células/cm? a partir de las 72 horas, sin embargo esta ausente

en el resto de inoculaciones.
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Figura 38. Curvas de crecimiento con distintas inoculaciones para linea celular VERO
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Tabla 26. Absorbancia segun las células inoculadas inicialmente y el tiempo de

crecimiento para la linea celular AML12

Inoculacién 5.000 células/cm®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacién estandar Maxima Minima
24 0,1285 0,015 0,1429 0,1115
48 0,1470 0,03 0,1877 0,1227
72 0,2180 0,007 0,23 0,2026
96 0,4000 0,17 0,5360 0,1995

Inoculacién 10.000 células/cm?®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,1788 0,04 0,2156 0,132
48 0,269 0,06 0,3218 0,2056
72 0,4995 0,14 0,6194 0,3218
96 0,8019 0,18 0,9905 0,6215

Inoculacién 20.000 células/cm®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacion estandar Maxima Minima
24 0,3895 0,05 0,4464 0,3474
48 0,4562 0,08 0,552 0,3909
72 0,6575 0,15 0,767 0,4543
96 1,6387 0,18 1,8317 1,4606

Inoculacién 40.000 células/cm”®

Tiempo (h) Absorbancia media Desviacién estandar Maxima Minima
24 0,7681 0,11 0,9282 0,7067
48 0,7978 0,07 0,8812 0,7265
72 1,684 0.09 1,747 1,5615
96 1,5 0,06 1,5784 1,4610

Para elegir la densidad celular inicial, se tiene en cuenta que sea un nimero de
células suficientemente bajo, para obtener una fase de crecimiento bien definida y lo
mas amplia posible y un nimero de células suficientemente elevada para que una vez
gue se adicione el compuesto toxico en dicha fase exponencial, la inhibicion de la

viabilidad pueda ser detectada mediante la técnica colorimétrica del MTT.

Después de comparar los valores obtenidos en las curvas patron y las curvas
de crecimiento, concluimos que las inoculaciones idéneas para realizar el ensayo de
citotoxicidad para los diferentes compuestos toxicos durante un periodo de 24 horas,
son las inoculaciones de 10.000 y 40.000 células/cm? para las lineas celulares VERO y
AML12, respectivamente. Esta diferencia es debida a que dichas lineas celulares

demuestran una cinética de crecimiento celular con respecto al tiempo desigual.

Las caracteristicas de crecimiento exponencial encontradas en ambas lineas

celulares y la capacidad de respuesta evaluable mediante la técnica de MTT, hacen
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que puedan ser consideradas como adecuadas para la monitorizacion de la accion de
los distintos productos téxicos empleados en este estudio in vitro. Asimismo, la
idoneidad de la linea celular VERO, viene precedida por la multitud de estudios
existentes sobre su uso (ATCC®). En el caso de la linea celular AML12, su
manipulacién ha sido mas compleja, ya que no presentaba la misma capacidad de

adhesion a la superficie de cultivo que la linea de origen renal.

I\V.3. DETECCION DE MICOPLASMAS

Tanto la linea celular VERO como la linea celular AML12 fueron procesadas
antes, durante y después de llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad utilizando el
ensayo de tincién de ADN con el colorante Hoechst 33258.

Para demostrar la ausencia de micoplasmas comparamos el mismo campo del
microscopio con fluorescencia y contraste de fases, comprobando la integridad vy

extension del citoplasma.

En ambas lineas celulares se aprecian nucleos intensamente teflidos y no se
observa fluorescencia extranuclear, es decir, no presentan puntos uniformes de
pequefio tamafio (micoplasmas) en el citoplasma ni entre las células. En el caso de la
linea celular VERO se visualizan también grumos distribuidos de forma irregular en el

interior del ndcleo que corresponden a material genético (nucléolo).

Este hecho quedd ademés ratificado tras el uso del microscopio electrénico de

transmision.
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Figura 39. Imagen de células VERO mediante el microscopio de contraste de fases

Figura 40. Imagen de células VERO mediante el microscopio de fluorescencia
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Figura 41. Imagen de células AML12 mediante el microscopio de contraste de fases

100 1m

Figura 42. Imagen de células AML12 mediante el microscopio de fluorescencia
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V. 4. CONTROL DE OSMOLARIDAD

La medida de la osmolaridad se realiz6 en medio de cultvo DMEM vy
DMEM/F12 (para las lineas celulares VERO y AML12, respectivamente) (100%), en
medio de cultivo y agua Milli-Q (90%-10%) y en medio de cultivo conteniendo cloruro
de cadmio, nitrato de plomo, 6xido de cromo (VI) o cloruro de selenio (IV) previamente
diluidas con agua Milli-Q (90%-10%).

En las siguientes tablas se pueden observar los resultados obtenidos tras las

mediciones de osmolaridad.

Tabla 27. Valores de osmolaridad para las preparaciones de la linea celular VERO

Osmolaridad en medios de linea celular VERO (mmol/kg)

Concentraciones

(mM)

0,0001 264 * 201
0,0005 262 * 277
0,001 260 * 270
0,0025 * * 276
0,005 270 * 272
0,01 263 * 269

0,025 264 * *
0,05 267 269 269
0,1 267 268 268
0,5 265 268 272

1 * 270 260 *

15 * 270 * *

1,75 * 271 * *

2 * 271 * *

25 * 273 * *

3 * 273 * *
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Tabla 28. Valores de osmolaridad para las preparaciones de la linea celular AML12

Osmolaridad en medios de linea celular AML12 (mmol/kg)

Concentraciones CdCl» Pb(NO3)2 CrOs SeCly
(mM)
0,00001 * * 280 *
0,00005 * * 280 *
0,0001 277 * * *
0,0005 278 * 281 *
0,001 272 * 281 271
0,0025 3 3 * 279
0,005 273 * 281 282
0,01 270 * 281 278
0,025 * * 278 278
0,05 278 * 281 278
0,1 271 * 278 282
0,5 270 287 * 283
1 271 280 * 281
1,5 3 280 L L
2 * 283 * *
2,5 * 283 * *
3 * 285 * *
4 L3 285 L L

Al comparar los valores de osmolaridad obtenidos con el medio de cultivo y las
diferentes sales disueltas con respecto al control, se observa que no presentan una
diferencia superior al 9,8% y salvo alguna excepcién (valor 291 mmol/kg en SeCl,)
existe una osmolaridad similar entre los medios control (90% medio-10% Milli-Q) y los

medios que llevan diluido el metal.

Con respecto a las diferencias encontradas entre ambas lineas celulares, los
valores de osmolaridad son ligeramente superiores en AML12. Este hecho se debe a

la diferencia en la composicion de los medios de cultivos de ambas lineas.
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Consecuentemente no fue necesario realizar un control de osmolaridad en los

ensayos de citotoxicidad para ninguna de las dos lineas celulares.

IV.5. CURVA DOSIS-RESPUESTA

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos para cada linea
celular mediante el ensayo de MTT se llevo a cabo mediante el programa informéatico
SigmaPlot 11.0. Los datos de todos los metales se ajustan a una regresion no lineal,

concretamente a una curva logistica de cuatro pardmetros:

(max — min)

X\ —Hillslope
1+ (CESO)

Y = min+

Cada punto representado en las rectas corresponde a la media de 6 medidas
independientes. En las siguientes graficas se representan las curvas dosis-respuesta
para cada linea celular y cada metal.

IV.5.1. LINEA CELULAR VERO
IV.5.1.1. Cadmio

Tras sucesivos ensayos acotamos el rango de dosis de CdCl, en las siguientes
concentraciones: 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1 y 0,5 mM.
Concentraciones superiores provocan el precipitado de sales en el medio de cultivo y

los datos de las medidas del lector de placas no resultan fiables.

En la siguiente imagen se pueden observar la supervivencia del cultivo

utilizando como medida colorimétrica el ensayo de MTT.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA CdCl,
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Figura 43. Curva dosis-respuesta de la linea celular VERO tras la exposicion a CdCl,

Tabla 29. Porcentajes de células vivas en funcion de las concentraciones utilizadas de

CdClI; con respecto al grupo control en la linea celular VERO

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,0001 103,08 4,25 108,77 97,19
0.0005 106,87 5,79 116,14 100,35
0,001 101,92 4,42 104,91 95,43
0,005 103,22 5,34 107,37 99,29
0,01 89,96 4,13 93,33 82,80
0,025 72,16 4,01 76,49 65,96
0,05 51,02 5,45 58,59 44,56
0,1 13,40 3,49 18,24 9,82
0,5 0 0 0 0
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IV.5.1.2. Plomo

Con respecto al Pb(NO;), las concentraciones utilizadas fueron mas elevadas,
puesto que en ensayos previos se comprobd que concentraciones inferiores no
causaban efectos significativos sobre las células. Las concentraciones a ensayar
fueron las siguientes: 0,05, 0,1, 0,5, 1, 1,5, 1,75, 2, 2,5y 3 mM.

En la siguiente grafica se pueden advertir el tanto por ciento de células que
sobreviven para cada concentracion.

CURVA DOSIS-RESPUESTA Pb(NO
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Figura 44. Curva dosis-respuesta de la linea celular VERO tras la exposicion a
Pb(NO3),

Tabla 30. Porcentajes de células vivas en funcién de las concentraciones utilizadas de

Pb(NO3), con respecto al grupo control en la linea celular VERO

Concentraciones Porcentaje Desviacién Maxima Minima
(mM) medio estandar
0,05 81,11 10,94 95,22 67,04
0,1 82,15 5,34 77,20 64,20
0,5 80,16 8,12 87,63 67,69
1 73,21 8,66 88,28 64,30
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1,5 52,48 7,6 64,35 44,57
1,75 50,95 5,35 55,75 43,36
2 27,90 2,88 30,60 23,48
2,5 10,56 2,46 15,02 7,89
3 7,43 1,36 9,10 6,83
IV.5.1.3 Cromo

El rango de concentraciones empleado para realizar el ensayo de citotoxicidad
en la linea celular VERO expuesta a CrO; fue el siguiente: 0,0001, 0,0005, 0,001,
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5y 1 mM.

En la figura 45 queda representada la viabilidad celular en términos de
absorbancia con respecto al control.

CURVA DOSIS-RESPUESTA CrO3
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Figura 45. Curva dosis-respuesta de la linea celular VERO tras la exposicion a CrO3
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Tabla 31. Porcentajes de células vivas en funcién de las concentraciones utilizadas de

CrO; con respecto al grupo control en la linea celular VERO

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,0001 102,48 10,06 116,28 93,95
0,0005 101,63 8,55 107,90 97,20
0,001 103,57 4,43 109,30 95,34
0,005 67,44 6,74 79,53 58,60
0,01 30 2,22 33,49 26,51
0,05 1,79 0,62 2,79 0,93
0,1 0,29 0,34 0,93 0
0,5 0 0 0 0
1 0 0 0 0

IV.5.1.4. Selenio
El ensayo de citotoxicidad en la linea celular VERO expuesta a SeCl, presenta
un rango de concentraciones similares a los compuestos anteriores: 0,0001, 0,0005,

0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1y 0,5 mM.

En la siguiente figura se puede observar la correlacion entre la absorbancia y el

rango de concentraciones de SeCl, en la linea celular VERO.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA SeCly
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Figura 46. Curva dosis-respuesta de la linea celular VERO tras la exposicion a SeCl,

Tabla 32. Porcentajes de células vivas en funcion de las concentraciones utilizadas de
CrOscon respecto al grupo control en la linea celular VERO

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,0001 98,66 11,01 111,32 86,50
0,0005 107,43 3,44 110,85 102,40
0,001 107,88 4,12 114,56 102,52
0,0025 101,85 4,11 107,65 97,12
0,005 61,40 3,22 65,67 56,08
0,01 11,02 1,80 13,85 9,04
0,05 5,27 1,19 7,68 4,18
0,1 4,34 0,66 5,45 3,35
0,5 1,43 0,49 2,29 0,79

En la siguiente tabla se puede comprobar que la ecuacion empleada se ajusta

de forma adecuada a los datos.

173



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 33. Valores que indican el ajuste entre la ecuacién y los datos correspondientes
a linea celular VERO

Linea celular VERO

Coeficiente de determinacién (R?) Coeficiente de correlacién (R) Ajuste de R  Error estandar
CdcCl, 0,9817 0,9908 0,9806 5,3677
Pb(NOs)2 0,9143 0,9562 0,91 9,6755
CrOs 0,9940 0,9880 0,9874 5,2530
SeCly 0,9897 0,9948 0,9890 4,9038

IV.5.2. LINEA CELULAR AML12

IV.5.2.1. Cadmio

El rango en el cual mostraba su efecto el CdCl, usando la técnica del MTT fue
el siguiente: 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 y 1 mM. Los valores
empleados son similares a los utilizados con la linea celular VERO. En la figura 47 se

puede observar la relacion obtenida entre la absorbancia y las concentraciones
seleccionadas.
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Figura 47. Curva dosis-respuesta de la linea celular AML12 tras la exposicion a CdCl,
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En el caso de las células AML12 expuesta a CdCl, se observa como los datos
comprendidos entre 0,0001 y 0,01 mM presentan valores similares de absorbancia,

por lo que no se ven afectadas significativamente por el toxico en este rango.

Tabla 34. Porcentajes de células vivas en funcidn de las concentraciones utilizadas de

CdCl, con respecto al grupo control en la linea celular AML12

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,0001 103,12 9,41 115,78 93,55
0,0005 98,85 8,50 106,80 85,90
0,001 100,98 6,01 108,67 93,97
0,005 101,17 4,22 105,73 95,42
0,01 102,93 8,75 111,80 91,14
0,05 77,86 8,59 90,42 71,69
0,1 5,60 3,13 10,54 4,70
0,5 0,21 0,46 1,14 0
1 0,25 0,32 0,78 0
IV.5.2.2. Plomo

Las concentraciones empleadas para el Pb(NO3), son mas elevadas que el
resto de compuestos, ya que los efectos citotoxicos de esta sal se aprecian a
concentraciones mayores: 0’5, 1, 1’5, 2, 2’5, 3, y 4 mM. Como muestra la grafica de la
curva dosis-respuesta (Fig. 48), no se han podido evaluar dosis superiores a 4 mM
gue provocarian la pérdida de viabilidad total de las células, debido a que
concentraciones superiores provocan el precipitado de las sales del medio al entrar en

contacto con el toxico.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA Pb(NO3),
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Figura 48. Curva dosis-respuesta de la linea celular AML12 tras la exposicién a
Pb(NO3),

En la tabla 35 se pueden apreciar los valores de absorbancia (%) obtenidos
para las distintas concentraciones empleadas para realizar la curva de dosis-respuesta

para la linea celular AML12 expuesta a Pb(NOs3),.

Tabla 35. Porcentajes de células vivas en funcion de las concentraciones utilizadas de

Pb(NO3), con respecto al grupo control en la linea celular AML12

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,5 94,04 3,49 95,97 89,73
1 68,18 5,91 76,46 61,35
1,5 54,21 3,76 60,47 51,42
2 36,72 4,05 42,75 32,24
25 25,28 3,50 30,49 21,36
3 8,70 2,37 12,50 6,40
4 2,93 0,92 3,37 1,75
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IV.5.2.3. Cromo

En esta linea celular las concentraciones de CrO; que delimitan la viabilidad o
la muerte de la totalidad del cultivo tras 24 horas de exposicién estaba comprendida
entre 10° y 0,1 mM, con concentraciones intermedias de 5-10°, 0,0001, 0,0005,
0,00075, 0,001, 0,005 y 0,01 mM. La curva obtenida representando la supervivencia
en términos de absorbancia queda representada en la figura 49.
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Figura 49. Curva dosis-respuesta de la linea celular AML12 tras la exposicién a CrO;

Al contrario que con el Pb(NO3), las concentraciones utilizadas para el CrO;
son menores debido a que este compuesto causa un mayor efecto citotoxico sobre
esta linea celular de origen hepético como se puede observar en la tabla 36.
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Tabla 36. Porcentajes de células vivas en funcién de las concentraciones utilizadas de

CrO; con respecto al grupo control en la linea celular AML12

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
10° 92,13 8,43 99,60 78,76
5.10° 83,27 9,65 98,74 70
0,0001 87,30 5,51 94,16 81,83
0,0005 81,57 5,80 89,07 76,65
0,00075 82,28 2,48 85,45 79,11
0,001 77,69 3,85 84,55 74,38
0,005 34,16 2,57 37,09 30,15
0,01 17,15 6,23 18,06 7,50
0.1 0,85 0,09 0,97 0,76

IV.5.2.4. Selenio

Tras los sucesivos ensayos realizados previamente, el rango de
concentraciones de SeCl, utilizado para llevar a cabo el ensayo de citotoxicidad
mediante la técnica colorimétrica de MTT fue el siguiente: 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01,
0,025, 0,05, 0,1, 0,5y 1 mM. La curva obtenida queda representada en la figura 50.
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CURVA DOSIS-RESPUESTA SeCly
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Figura 50. Curva dosis-respuesta de la linea celular AML12 tras la exposicion a SeCl,

Como se puede apreciar en la tabla 37, los valores minimos de

concentraciones empleados son levemente superiores a los de CdCl, y CrO; y los

méaximos son inferiores a los empleados para el Pb(NO3),.

Tabla 37. Porcentajes de células vivas en funcion de las concentraciones utilizadas de

SeCl, con respecto al grupo control en la linea celular AML12.

Concentraciones Porcentaje Desviacién Méaxima Minima
(mM) medio estandar
0,001 94,23 8,33 105,52 82,45
0,0025 98,62 7,69 108,80 90,31
0,005 94,08 8,68 108,54 86,14
0,01 91,73 3,48 97,03 87,70
0,025 55,55 9,56 69,06 40,62
0,05 10,49 2,99 15,20 8,54
0,1 1,78 0,93 3,33 0,83
0,5 0,07 0,11 0,26 0
1 0,06 0,09 0,20 0
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Los parametros empleados para medir la bondad del ajuste muestran unos

valores adecuados, como queda reflejado en la siguiente tabla.

Tabla 38. Valores que indican el ajuste entre la ecuacion y los datos correspondientes

a linea celular AML12

Linea celular AML12

Coeficiente de determinacién (R°)  Coeficiente de correlacién (R)  Ajuste de R°  Error estandar

CdCl; 0,9866 0,9933 0,9858 5,5776
Pb(NOz3)2 0,9856 0,9928 0,9845 4,2415
CrOs 0,9652 0,9824 0,9630 6,6199
SeCly 0,9856 0,9928 0,9848 5,4865

Una vez obtenidos los valores de concentracion efectiva 50 (CEsg) a partir del
programa informético SigmaPlot 11.0 sobre ambas lineas celulares expuestas a los

cuatro compuestos, obtenemos las siguientes observaciones:

+ Para el cadmio, evaluando la poblacion de individuos adultos, el 75% superan
la CEsq (tabla 39). Las concentraciones medias obtenidas a partir de tejido
renal de pinglinos adultos en estudios previos (Jerez et al., 2013a) superan la
CEso para este compuesto en la linea celular VERO de origen renal. Sin
embargo, ninguno de los individuos juveniles o pollos presentan niveles

superiores a la CEs, (Jerez et al., 2013a y 2013b).

+ En el caso del plomo, las concentraciones medias obtenidas a partir de
individuos adultos y pollos, no superan la CEs, para este compuesto (tabla 39).
Ninguno de los ejemplares adultos, juveniles o pollos superan la CEsq para este
compuesto y la concentracidbn maxima encontrada sélo representa el 0,085%
de la CEsy.

+ En cuanto al cromo encontramos mas diferencias (tabla 39); las
concentraciones encontradas en adultos y pollos son similares a la CEsq para
este compuesto; el 11,11% de los individuos adultos superan esta
concentracion y entre los pollos 4 ejemplares tienen concentraciones

superiores a la CEsy (26,7%). No obstante, las medias encontradas en
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ejemplares juveniles superan la CEsy ampliamente (el 60% de los ejemplares

juveniles).

En lo relativo al selenio, todas las concentraciones halladas en individuos
adultos, juveniles y pollos superan de forma acusada la CEsq para este
compuesto, por lo que podria existir un efecto elevado a nivel citotéxico en

dichos ejemplares (tabla 39).

Tabla 39. Concentraciones medias de individuos adultos, juveniles y pollos y CEsg

hallada en la linea celular VERO expuesta a las diferentes sales (* niveles no

detectables)

LINEA CELULAR VERO

Toxico Media Media Media pollos CEsg (mM)
adultos (mM) juveniles (mM) (mM)
CdCl; 1,37 0,012 0,0027 0,0457+0,0024
Pb (NOs)2 0,000724 * 0,00045 1,849310,1848
CrOs 0,005 0,1 0,0075 0,0067+0,0002
SeCls 0,45 0,145 0,098 0,0054+0,0001

Al comparar las concentraciones obtenidas a partir de tejido hepético de

pingiinos adultos, juveniles y pollos con la CEsy obtenida para la linea celular AML12

de origen hepéatico expuesta a los diferentes compuestos, obtenemos las siguientes

observaciones:

+ En lo referente al cadmio, en los individuos adultos el 41,7% de los ejemplares

superan la CEsg ¥ la media de las concentraciones de cadmio en adultos
suponen el doble con respecto a la CEsg, por lo que produciria un efecto toxico
sobre la célula. Sin embargo, las concentraciones de ejemplares juveniles y

pollos son ampliamente inferiores (tabla 40).

Del mismo modo que en la linea celular VERO, las concentraciones de plomo
en individuos adultos y pollos estan muy por debajo de la CEsy para el nitrato
de plomo. La concentracién maxima solo representa el 0,047% de la CEs, de

nitrato de plomo para las células AML12 (tabla 40).

181




RESULTADOS Y DISCUSION

+ En el caso del cromo, el 83,4% de los ejemplares adultos superan la CEsg; en

juveniles 3 de 5 individuos esta por debajo de este valor y en cuanto a los

pollos, el 53,4% superan el valor de la CEsy obtenida para el 6xido de cromo

(V1), para el cual la célula tiene un rango de supervivencia bajo (tabla 40).

+ Por ultimo en lo referente al selenio las concentraciones de adultos, juveniles y

pollos son similares y superan moderadamente el valor de la CEsy de las

células AML12 para el cloruro de selenio (1V) (tabla 40).

Tabla 40. Concentraciones medias de individuos adultos, juveniles y pollos y CEsg

hallada en la linea celular AML12 expuesta a las diferentes sales (*niveles no

detectables)

Toxico Media Media Media pollos CEsg (MmM)
§ adultos (mM) juveniles (mM) (mM)
2
o CdCl, 0,12 0,00315 0,00073 0,0613+0,0022
<
-
- Pb (NO) 0,000434 * 0,000576 1,9058:+0,1495
@)
<
% CrOs 0,006 0,0082 0,0095 0,0035+0,0003
3

SeCls 0,09 0,09 0,064 0,0272+0,0008

En ambas lineas celulares los compuestos que presentan mayores CEs, son el

Pb(NO3), seguido por el CdCl,. En el caso de la linea celular VERO el compuesto que

tiene una menor CEs, es el SeCly, por lo que seria el compuesto mas toxico para tejido

renal. Sin embargo, en el caso de la linea celular AML12, el compuesto con menor

CEs es el CrOg, y por lo tanto la sal mas potencialmente téxica para tejido hepatico

(tabla 41).

Tabla 41. Comparacion de la CEs en cada linea celular con los cuatro metales.

Linea celular VERO

Pb(NO3), > CdCl, > CrO;3 >SeCl,

Linea celular AML12

Pb(NO3), > CdCl, > SeCl, > CrO;
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Si comparamos los valores de CEs, de cada metal en ambas lineas celulares
encontramos los siguientes resultados (tablas 39, 40 y 42):

+ En el CdCl, el valor también es mayor para la linea AML12 (25%).

+ En el Pb(NOs), el valor es levemente mayor para la linea AML12 (3%).

+ En el CrO; el valor es mayor para la linea celular VERO, concretamente el
doble que para AML12 (50%).

+ En el SeCl, existe mucha mas diferencia entre ambas lineas celulares, siendo
muy superior el valor de CEsy para la linea AML12 con respecto a la linea
VERO (80%).

Resultados similares pueden encontrarse en otros autores. Fischer (1972)
estudio el efecto que provocaba el cadmio, plomo y mercurio sobre fibroblastos de
raton (L925) comprobando que las Clso seguian el siguiente orden Pb (0,04 mM) > Hg
(0,013 mM) > Cd (0,0075 mM). Dichas concentraciones son inferiores a las halladas
en nuestro estudio (tablas 39 y 40). Esta diferencia puede estar causada por el origen
de cada linea celular, siendo los fibroblastos méas sensibles a estos metales. Aunque
de la misma forma que en nuestro trabajo, se observa que el cadmio es mas toxico
que el plomo. En afios posteriores Skerb y Fischer (1984) también observaron el
mismo patron en células HelLa y en la linea celular de hamster chino (V79), donde el

cadmio provocaba una toxicidad mas aguda.

Como se ha comentado anteriormente, el cadmio es el metal con mas
referencias encontradas a nivel celular. Existen diferentes estudios que muestran su
efecto en lineas celulares de peces (Babich et al., 1986; Bayoumi et al., 1999). Estos
estudios también muestran una mayor sensibilidad celular al cadmio frente al plomo.
Morcillo et al., 2016 detectaron el siguiente patron de toxicidad para el valor de CEsg
mediante MTT tras 24 horas de exposicion en fibroblastos de dorada (SAF-1): MeHg
(0,018 mM) < As (0,03 mM) < Cd (0,1 mM) < Hg (0,3 mM) < Pb (3,4 mM). Estos
valores son superiores a los hallados en nuestro estudio, por lo que las células de
origen renal y hepatico de mono y raton, podrian ser mas sensibles a dichos

compuestos que las de peces.

Dentro de los compuestos formados por cadmio, existen estudio que muestran
una CEs, mayor para el CdCl, frente a CdSO,4 a concentraciones entre 10* y 10®Men
células de rifidn del tabulo proximal de cerdo (LLC-PK1), midiendo la citotoxicidad

mediante la captacion de rojo neutro tras 24 horas de exposicion a ambas sales

183



RESULTADOS Y DISCUSION

(Barrouillet et al., 2001). Por lo tanto, también hay que tener en cuenta las posibles

diferencias encontradas dependiendo de la férmula quimica del metal.

Existen diferentes estudios que muestran CEs, similares a las halladas en el
presente trabajo (0,0457 mM para cadmio y 1,9043 mM para plomo, en el caso de la
linea VERO y 0,0613 mM para cadmio y 1,9058 mM para plomo, en el caso de la linea
AML12). Keogh et al. (1994), comprobaron mediante la técnica de rojo neutro (RN)
que tras 48 horas de exposicion a cloruro de cadmio y nitrato de plomo en una linea
celular epitelial intestinal (I-407), las CLso fueron de 0,053 y 1,99 mM, respectivamente.

Romero (1998) comprobd que las lineas de origen renal BGM y VERO
mostraban una CEs, para el cloruro de cadmio de 0,084 y 0,066 mM mediante MTT y
de 0,079 y 0,062 mM mediante la técnica de RN. Mientras que para el nitrato de plomo
los valores que obtuvo fueron de 1,77 y 1,89 mM mediante
MTT y de 1,9 y 1,73 mM mediante RN. Estos valores muestran una diferencia menor
del 1% con respecto a la CEsy hallada en el presente estudio (1,9043 y 1,9058 mM

para el nitrato de plomo en células VERO y AML12 respectivamente).

Olabarrieta et al. (2001), comprobaron que la linea celular LLC-PK1 (células
epiteliales renales de cerdo) muestra una CLs, de 0,05 mM de cloruro de cadmio tras
24 horas de exposicion mediante MTT, frente a 0,0457 y 0,0613 mM halladas en
VERO y AML12.

Estudios recientes elaborados por Sinha et al. (2014), establecen una CLsy de
0,02 y 0,05 mM de cloruro de cadmio para dos lineas celulares SK-RC-45 (células
renales de carcinoma humano) y NKE (células renales normales). Esta ultima linea
celular presenta una CEs, similar a la encontrada por este trabajo en VERO. La

diferencia con la linea celular SK-RC-45 puede hallarse en su origen carcinogénico.

En lo referente al cromo y al selenio son mucho menores las referencias
encontradas con respecto a su citotoxicidad a nivel in vitro. Uroz et al. (2008),
sefialaron que la CEs, para el hidrato de cromo en cultivos primarios de neuronas y
astrocitos de rata fueron de 0,00534 mM y 0,0246 mM respectivamente, mostrando la
primer tipo celular una diferencia con respecto a nuestras lineas celulares de alrededor
de 0,001 mM. Estas diferencias pueden ser consecuencia del tipo de linea celular
empleada y del tipo de compuesto quimico de cromo usado. Como en diversos

estudios mencionados anteriormente (Bagchi et al., 2002; Wise et al., 2002), el cromo
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causa una disminucion de la viabilidad dependiente de la concentracion de metal
empleada, mostrando en el presente estudio un porcentaje de viabilidad para juveniles
< pollos < adultos para la linea celular VERO y pollos < juveniles < adultos para la
linea celular AML12 (tabla 43).

Como indicamos anteriormente, los ensayos citotdxicos para compuestos de
selenio se han realizado sobre todo en compuestos de naturaleza organica. Misra y
Niyogi (2009) sefialan la posible toxicidad del selenito de sodio en hepatocitos de
peces (trucha arco iris) estableciendo una DLg, de 587 uM. Esta dosis es muy superior
a las halladas en este estudio para VERO y AML12 (5,4 y 27,2 uM, respectivamente).
Esto podria deberse, como hemos indicado anteriormente, al origen de la linea celular
(peces muestra mayor resistencia a los compuestos téxicos) y a la naturaleza del
compuesto empleado. Casaril et al. (2015), muestra mediante el ensayo de MTT
efectos citotdxicos a dosis de 500 uM de PSAP (a-fenilselenil acetofenona) tras 24 y
48 horas en células de ovario de hamster chino. En nuestro estudio la pérdida de

viabilidad es evidente a concentraciones menores.

También se presentan diferentes estudios donde se comprueban los efectos
citotoxicos del selenio sobre diferentes lineas celulares de carcinoma humano. Asi,
Romano et al. (2015), estudia los efectos del selenocianato y diseleniuro sobre
carcinoma de pulmén (HBT-54), leucemia linfocitica (CCRF-CEM), adenocarcinoma de
mama (MCF-7) y adenocarcinoma de prostata (PC-3), siendo la primera menos
sensible (s6lo dos compuestos presentan Glsy inferiores a 10 uM), frente a las otras
tres lineas celulares (17 compuestos, 18 compuestos y 19 compuestos
respectivamente muestran niveles inferiores a 10 uM). Estudios recientes (Alcolea et
al., 2016) muestran Cls, inferiores a 10 uM tras 72 horas de exposicién a cuatro
derivados diferentes de selenourea en seis lineas celulares de carcinoma humano
(melanoma, 1205Lu; carcinoma de pulmén, A549; carcinoma de préstata, DU145;
carcinoma colorrectal, HCT116; carcinoma epitelioide de pancreas, PANC- 1 y
adenocarcinoma de pancreas, BxPC3). Estas concentraciones son mayores en
comparacion con la CEsy, de VERO, pero superiores a la de AML12. Esto puede ser
consecuencia, como hemos indicado anteriormente a la naturaleza cancerigena de

dichas lineas celulares y al origen organico de los compuestos empleados.
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Tabla 42. Comparacion de la CEs, de cada metal en ambas lineas celulares.

Cadmio AML12>VERO
Plomo AML12>VERO
Cromo VERO>AML12

Selenio AML12>VERO

Los datos mostrados en la tabla 44 indican que todos los compuestos
estudiados, salvo el cromo afectan en un mayor grado sobre la viabilidad de la linea
celular de origen renal (VERO) en comparacion con la linea celular de origen hepético
(AML12). Zhang et al., (2007) también comprobaron que el cloruro de cadmio tenia un
indice mayor de citotoxicidad en la linea celular de origen renal (HK-2) frente a otra de
origen hepatico (Bel-7402) mediante la técnica del RN (los valores de Clso para HK-2 y
Bel-7402 fueron de 1,35+0,21 y 3,73+0,2 ug/ml, respectivamente). Esto podria
extrapolarse a otros compuestos téxicos (metales o0 semimetales) que serian
potencialmente mas téxicos para las células de origen renal que para las de origen
hepatico. Seria necesario llevar a cabo nuevos estudios que comparasen CEs, de

diferentes compuestos en distintas lineas celulares.

En lo referente al cromo, la bibliografia consultada indica que sus compuestos
se distribuyen por todo el cuerpo, especialmente en el higado, bazo y rifién. La
ingestion accidental de dosis altas de cromo hexavalente puede causar insuficiencia
renal aguda debido a necrosis tubular aguda o fallo hepético. Los resultados
obtenidos a partir de este estudio muestran una CEsq menor en las células hepaticas y
por lo tanto una mayor citotoxicidad que sobre la linea celular VERO. El cromo actua
sobre el NADH y modifica la respiracion célular que tiene lugar en las mitocondrias
generando estrés oxidativo (Ryberg y Alexander, 1990). Estudios recientes (Kury,
Milczarck y Debski, 2014) constatan que también afecta al transporte transmembrana
de los acidos grasos en las mitocondrias. El elevado niamero de mitocondrias en
células metabdlicamente activas como los hepatocitos (Bruce et al., 1994) podia
explicar su mayor citotoxicidad en la linea celular AML12, por lo que esta diferencia
podrian ser consecuencia del origen de las lineas celulares, que puede condicionar la
respuesta a la accion de los compuestos tdxicos constatado mediante sistemas in vivo
(Soria et al., 1995). Seria necesario realizar estudios posteriores en diferentes lineas

celulares de origen renal y hepético para poder comparar nuestros resultados.
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Tabla 43. % de viabilidad con respecto al control de las distintas concentraciones

medias. (* Concentracién mayor al limite superior del rango de concentraciones empleadas en el

estudio estadistico. ** Valores similares al control. *** Concentraciéon menor al limite inferior del rango de

concentraciones empleadas en el estudio estadistico).

Adultos @ 67.91 3.8868
Juveniles 99.54 - 0.439 3.88686
Pollos aEs S 44,923 3.88714
Adultos 2.1247 ok 29.875 0.786711
Juveniles GE3 - 22.1892 0.786711
Pollos *k Foxk 19.0445 2.15194

La concentracion media hallada en individuos adultos para el cadmio (1,37 mM)
es muy superior a la concentracion mas alta empleada por el método estadistico para
calcular la CEs, (0,5 mM) en la linea celular VERO, no pudiéndose incluir dentro del
rango de concentraciones porque se produce el precipitado de la sal. Esta
concentracion causa un efecto significativo sobre la viabilidad celular de VERO ya que
cuando inoculamos una concentracion de 0,5 mM, el porcentaje con respecto al
control es O (Fig. 43). Este hecho queda patente con los resultados obtenidos por
microscopia éptica y electronica, donde las células tratadas con dicha concentracion
se muestran con un alto grado de degeneracion o necrosis (Fig. 69 y 74) y con los
resultados obtenidos por citometria donde provoca el 98,6% de células necrosadas o
apoptéticas en fase tardia (positivas para anexina e IP, por lo tanto necréticas pero
previamente apoptoéticas) (Fig. 64 y tabla 46). Tanto la concentracién hallada en
juveniles (0,012 mM) como en pollos (0,0027 mM) presentan un % de viabilidad similar
a las muestras control (100%) (tabla 43). De igual forma ocurre cuando se observan
las células con el microscopio 6ptico; las células tratadas con la concentracién juvenil
muestran un cambio en su morfologia (hecho que concuerda con los datos de
citometria donde el 53,3% estan en fase inicial de apoptosis), pero son escasas las
células no viables, mientras que en el caso de las tratadas con la media de pollos no
se ven afectadas (99,5% de las células son viables por citometria de flujo) (Fig. 64 y
tabla 46).

En el caso de las concentraciones de plomo, ninguna de ellas se encuentra
dentro del rango de concentraciones incluidas para obtener la curva dosis-respuesta
(Fig. 44). La primera concentracion (0,05 mM) que muestra poder causar una

disminucion en la viabilidad celular, es muy superior a las encontradas en individuos
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adultos y pollos (0,724 y 4,5 uM). Con el microscopio electrénico se puede observar
que el plomo es el metal que menos afecta a nivel ultraestructural y mediante

citometria mas del 99% de las células son viables (Fig. 64 y 70 y tabla 46).

Las concentraciones halladas para el cromo afectan al porcentaje de viabilidad
de forma dependiente con la concentracion media hallada para los individuos adultos,
juveniles y pollos, siendo muy acusada para la concentracion de juveniles (0,1 mM)
que afectan casi al 100% de la poblacion (tabla 43). Estos resultados concuerdan con
los observados en microscopia Optica (Fig.71) y quedan verificados mediante el
ensayo de anexina/lP donde el 30% de la poblaciébn presenta muerte celular por
necrosis, no mediada por apoptosis (Fig. 64 y Tabla 46).

Por ultimo en lo referente al selenio, todas las concentraciones producen una
disminucién similar en el porcentaje de viabilidad muy proximo al 100% (tabla 43). De
igual forma que para la concentracion de cadmio hallada en adultos, las células se
encuentran en un alto grado de degeneracion celular cuando se observan mediante
microscopia (Fig. 72 y 77) y mediante el ensayo de anexina/lP, donde mas del 90% de

las células se encuentran dentro del tercer y cuarto cuadrante (Fig. 63 y 64 y tabla 46).

En cuanto a la linea celular AML12, la concentracion de adultos para el cadmio
(0,12 mM) afecta de forma elevada sobre su viabilidad mientras que las
concentraciones de juveniles (3,15 uM) y pollos (0,73 uM) son similares a las muestras
control con el 100% de las células viables (tabla 43). Con el microscopio electrénico se
observan células con necrosis (Fig. 84), mientras que las células expuestas a las
concentraciones encontradas en juveniles y pollos (Jerez et al., 2013a y 2013b), el
microscopio Optico muestra una disminucién de la cohesion entre células y mayor
namero de vacuolas, pero no restos celulares (Fig. 79). Estos datos coinciden con los
de citometria donde la concentracion para adultos provoca el 96% de necrosis 0
apoptosis tardia, mientras que para juveniles y pollos mas del 90% son células viables
(Fig. 67 y tabla 47).

En el caso del plomo, todas las concentraciones son inferiores a la
concentracion mas baja empleada para el analisis estadistico (0,5 mM) (Fig. 48). Por
lo que estas concentraciones, no producirian cambios destacables sobre la viabilidad

celular. Si bien mediante el microscopio Optico o por citometria de flujo se pueden
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apreciar algunas células degeneradas, pero no resulta el rasgo predominante (Fig. 67
y 80, tabla 47).

Para el cromo, las tres concentraciones se encuentran en un rango de
porcentaje de viabilidad similares entre ellas, no siendo superior la diferencia al 10%
(tabla 43). Con el microscopio Gptico se aprecian grandes espacios vacios (Fig. 81) y
con el electrénico aparecen células con diferentes grados de degeneracion (Fig. 87).
Los resultados de citometria muestran también un alto porcentaje de muerte celular
(Fig. 67 y tabla 47). Para finalizar el selenio muestra valores inferiores a los obtenidos
para la linea celular VERO vy similares a los encontrados en dicha linea celular para el

cromo (juveniles) (tabla 43).

Como hemos indicado antes, junto con el cadmio, mediante el microscopio
electrénico el selenio produce los cambios mas drésticos a nivel ultraestructural (Fig.
87), apareciendo células en fase de necrosis avanzada con rotura de la membrana
plasmatica y morfologia alargada. También presentan alta mortandad evidenciada por
citometria de flujo (Fig. 67 y tabla 46).
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IV.6. CICLO CELULAR

Se ha realizado un estudio sobre el contenido celular de ADN en los cultivos de
ambas lineas celulares, con el propdsito de aportar datos a la caracterizacion tanto de
ambas lineas celulares sin exposicion a cadmio, plomo, cromo y selenio (controles)
como de los cultivos expuestos a los cuatro elementos tdxicos. Para ello, tanto los
cultivos controles como los tratados fueron sembrados simultaneamente partiendo del
mismo frasco de cultivo. Una vez trascurrido el tiempo de crecimiento y de exposicion,
los porcentajes de células en cada fase del ciclo se analizaron mediante citometria de
flujo a partir del software CellQuestPro y analizandose los resultados mediante el
programa ModFit LT V2.0 (Pmac).

Mediante citometria de flujo puede analizarse la cantidad de ADN de cada una
de las células de una poblacion. En aquellas poblaciones celulares en crecimiento,
puede establecerse una relacion entre el contenido relativo de ADN de cada célulay la
fase del ciclo celular en la que se encuentra. De esta forma puede obtenerse
informacién sobre la capacidad proliferativa de una poblacién celular.

Se clasifican las células en tres grupos:

v' Células con una cantidad 2n de ADN, que en una poblacion en
crecimiento coincidiria con las situadas en las fases GO y G1 del ciclo
celular.

v Células con una cantidad entre 2n y 4n de ADN, que en una poblacion
en crecimiento coincidiria con las situadas en la fase S del ciclo celular,
es decir, células que se encuentran replicando del ADN.

v' Células con una cantidad 4n de ADN, que en una poblacion en
crecimiento coincidiria con las situadas en las fases G2 y M del ciclo

celular.

190



RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos correspondientes al analisis quedan reflejados en distintos tipos de

gréficas:

m Histogramas, donde se representa el numero de células frente a la
fluorescencia emitida con respecto a las particulas analizadas (FL2-A). La
fluorescencia emitida por el flourocromo IP (excitacién a 488nm y emision a

639 nm) es proporcional a la cantidad de ADN.

m Gréfica de puntos (Dot Plot). En este tipo de gréafico cada punto representa una
célula. En ellos se pueden representar dos datos cualesquiera uno frente a otro
en un eje cartesiano: en un tipo se analiza la granulometria (SSC-H) con
respecto al tamafio celular (FSC-H), de esta forma seleccionamos nuestra
poblacion objeto de estudio descartando los debris (restos celulares); y por otro
lado representamos el area del pico (FL2-A) con respecto a la amplitud del pico
(FL2-W), permitiéndonos descartar los agregados celulares y las células

polinucleadas.

Con respecto a algunos datos estadisticos que representa el programa ModFit
LTV2.0 tienen el siguiente significado:

- CV, significativamente afecta a la exactitud de los célculos de la fase S. Debe ser
menor de 8%. Solo alcanzé valores entorno a 9% en muestras de selenio en
VERO.

- RCS, es una medida de cémo nuestro modelo describe los datos observados. Se
sugiere que los valores no sean muy superiores a 5. Este valor solo fue superado
en muestras de selenio para adultos y juveniles (las concentraciones mas

elevadas).

- G2/G1, indica la relacién existente entre el contenido tetraploide y diploide de
ADN en la poblacion celular analizada. Debe ser préximo a 2. Los valores tomados
en nuestros ensayos oscilaron entre 1,98 y 2. Esto nos indica que las poblaciones

tenian un material genético lo suficientemente homogéneo.
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IV. 6.1. LINEA CELULAR VERO

En las siguientes tablas y gréficas se pueden observar los resultados obtenidos
tras el analisis estadistico de los tres ensayos independientes realizados para cada
una de las condiciones para la linea celular VERO:

Tabla 44. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular en la linea VERO (media

y error estandar).

VERO GO/G1 S G2/M

Control 60,19+0,4 32,17+0,19 7,62+0,55
CEs Cd 51,7340,2 43,39+0,26 4,88+0,07
Adultos Cd 59,79+0,13 29,79+0,29 10,42+0,83
Juveniles Cd 54,32+0,98 35,8612 9,82+1,02
Pollo Cd 55,16+0,37 37,21+0,29 7,63+0,08
CEso Pb 53,81+0,19 43,8+0,05 2,39+0,18
Adultos Pb 57,76+0,09 31,11+0,08 11,12+0,07
Méxima Pb 56,47+0,08 32,19+0,76 11,33+0,07
Pollos Pb 58,85+0,22 33,85+0,45 7,30+0,64
CEso Cr 42,13+0,13 51,92+0,06 5,95+0,09
Adultos Cr 46,39+0,21 47,59+0,06 6,03+0,23
Juveniles Cr 41,65+1,67 55,33+3,04 4,02+1,48
Pollos Cr 39,4740,22 55,52+0,32 510,1
CEso Se 39,9+2,13 43,59+2,65 16,5+0,54
Adultos Se 52,0340,2 43,9+1,61 4,07£1,56
Juveniles Se 21,44+0,79 77,82+0,45 0,74+0,43

Pollos Se 49,13£0,58 45,65+0,26 5,22+0,63
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IV. 6.1.1. Control

En lineas generales, la linea celular VERO presenta un 60% de sus células en
fase GO/G1, un 32% en fase S y un 8% en fase G2/M (Fig. 51 y tabla 44). Las
muestras control de dicha linea celular muestran un porcentaje medio de debris de

0.1% y un 0.27 % de agregados.
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Figura 52. A. Histograma correspondiente a la muestra control. B. Dot Plot del cultivo
control de VERO representando la granulometria frente al tamafio. C. Dot Plot del

cultivo control VERO representando el area frente a la amplitud del pico.
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IV.6.1.2. Cadmio

Dependiendo del tipo de concentracion y de de la fase del ciclo celular
encontramos distintos grados de significancia respecto a las muestras control (Fig. 51).
En ninguna de las concentraciones ensayadas encontramos diferencias significativas
para la fase G2/M. En la CEsy del cadmio (0,0457 mM) se encuentran diferencias
significativas con un grado de significancia del 99,9% en las fases GO/G1 y S con
respecto al control. Con respecto a la concentracion media hallada en adultos (1,37
mM), no se presentan diferencias significativas. En cuanto a la concentraciéon media
hallada en individuos juveniles (0,012 mM) se aprecian diferencias significativas para
ambas fases con diferentes grados de significancia (p<0.001 para la fase GO/G1 y
p<0.05 para la fase S). Para finalizar, en la concentracion media de pollos (0,0027
mM) percibimos diferencias con un grado de significancia del 99,9% para la fase
GO0/Gly lafase S. Para todas las concentraciones de cadmio la fase GO/G1 disminuye
(tabla 44) y salvo en el caso de individuos adultos, donde no hallamos diferencias
significativas, la fase S aumenta, sobre todo de forma acusada para la CEsxg, 0 que
sugiere que el cadmio podria estar provocando la deteccién del ciclo celular en la fase
S; los valores se mantienen iguales o bien aumentan de forma no significativa para el

caso de la fase G2/M.

Meplan et al. (1999), indicaron que el cadmio en células cancerigenas de
mama deteriora la funcion de la proteina p53, que cuando hay errores provoca la
deteccion del ciclo celular en la fase G1 y G2/M. Esto podria explicar el bloqueo de las
células en la fase S a altas concentraciones de cadmio, lo que impediria a las células
continuar sintetizando ARN y proteinas y la posterior division celular. Mukherjee et al.
(2004), también relacionaron la inhibicibn de la proteina p53 debida a cadmio.
Realizaron un estudio para comprobar la toxicidad inducida por el benzopireno (BP) en
fibroblastos humanos. BP produce un aumento en los niveles celulares de la proteina
p53 y ésta puede activar transcripcionalmente varios genes diana, como la ciclina
inhibidora de quinasa p21, que causa la deteccion del ciclo celular en la fase G1.
Cuando las células son tratadas durante dos horas con 0,5 uM de BPDE (ultimo
metabolito carcinogénico de BP) aumenta el porcentaje de células en la fase G1 y
disminuye el nimero de células en fase S y G2. Pero cuando las células son también
tratadas con CdCl,, los resultados vuelven a valores similares al control de forma
dependiente con la dosis de cadmio (entre 20 y 80 uM). Por lo que los resultados

manifiestan que el cadmio perjudica la induccion de la proteina p53, inhiben la
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transactivacion de p21 y anula la deteccion del ciclo celular en la fase G1 de forma

dependiente con la dosis, provocando su acumulacion en la fase S.

Xie y Shaikh (2006) estudiaron el efecto de concentraciones de hasta 20 uM de
cloruro de cadmio en células epiteliales del tdbulo proximal de rata, mostrando un
incremento del numero de células en la fase G2/M para concentraciones de 10 y 20
uM. Tras 12 horas de exposicion el numero de células habia aumentando en un 71% y
a las 24 horas se duplic6 el nimero de células en dicha fase. Los autores muestran
gque este aumento se debi6 a un incremento de la proteina p53 y de los inhibidores de
la quinasa p27 y p21 y una disminucion de la expresion de las kinasas dependientes
de ciclina CDK1 y CDK2.

En estudios recientes, Gadhia et al. (2015), estudiaron el efecto del cloruro de
cadmio a una concentracion de 10 uM con diferentes tiempos de exposicion en células
madre pluripotentes embrionarias de raton (ES-D3, CRL-1934). Los resultados
muestran una disminucién del porcentaje de las células en fase GO/G1 tras 1, 24 y 48
horas y un aumento de las células en fase G2/M y disminucién en fase S para 1y 48
horas. Lo que demuestra que el cadmio podria afectar inicialmente a la sintesis de
ADN.

En el presente estudio una concentracion similar (12 uM, juveniles) en células
VERO (también de origen renal) provoca de la misma forma un aumento del
porcentaje de células en fase G2/M y disminucién de las fases GO/G1 y S, aungque no

de forma acusada.

Estos resultados podrian indicar que concentraciones bajas de cadmio podrian
inhibir la progresion del ciclo celular por un bloqueo en la fase GO/G1, mientras que

altas concentraciones provocarian la parada del ciclo celular en la fase S.
Las diferencias encontradas entre los diferentes autores pueden estar

causadas principalmente por la concentracion de metal utilizada y la naturaleza de la

linea celular empleada.

196



RESULTADOS Y DISCUSION

[ ] Debris
[] Aggregates
S 3 H Gt
@ 7 M cm
_ N s-rhase
8 7
(=]
@ 7
7
;_o :
&8
E -
g ]
< 8 _1
m —
o
S
o -
o —
B ]
< T T L B B B

o

Figura 53. Histograma correspondiente al andlisis del ciclo celular en la poblacion

expuesta a CEg, de CdCl,

IV.6.1.3. Plomo

En el caso de la CEg del Pb (1,9043 mM, muy superior a la media de
individuos adultos, maxima y media de pollos) se aprecian diferencias significativas
para las tres fases del ciclo celular (p<0.001) (Fig. 51). Con respecto a la
concentracion media de individuos adultos (0,724 uM) y la maxima (1,58 uM)
concentracion hallada, presentan diferencias significativas con un grado de
significancia del 99,9% para las fases GO/G1 y G2/M, mientras que no se encuentran
diferencias significativas con respecto a la fase S. Con respecto a la concentracién
media de pollos (0,45 uM) percibimos diferencias significativas con diferentes grados
para la fase GO/G1 (95%) y fase S (99%) y no hay diferencias significativas para la
fase G2/M. Todas las concentraciones halladas causan una disminucion del porcentaje
de células en la fase GO/G1 (tabla 44). Estos resultados podrian indicar que una
concentracion elevada de plomo causa la deteccion del ciclo celular en la fase S
(aumento acusado del porcentaje para la CEsp), mientras que concentraciones no

toxicas muy por debajo de la CEs causan un ligero aumento de la fase G2/M.
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En rasgos generales la fase GO/G1 dismunuye (tabla 44). En las
concentraciones mas elevadas (CEs, para ambas lineas) la fase S aumenta, mientras
gue para el resto de concentraciones o se produce una ligera disminucién o no hay
diferencias significativas. En cuanto a la fase G2/M en las células VERO se produce
una disminucién del porcentaje de células para la CEs,, ya que ésta elevada
concentracion provoca el bloqueo del ciclo celular en la fase S, es decir, produce un
efecto antimit6tico. Segun Maxwell et al. (1986) y Dominguez et al. (1995), los factores
implicados en la accién antimitética del plomo son la concentracion del metal, el
tiempo de exposicion y la edad del cultivo. Las concentraciones mas bajas en ambas
lineas celulares si producen un aumento del porcentaje de células en fase G2/M, ya
que disminuye ligeramente S 0 se mantiene con porcentajes similares. Esto indicaria
que el plomo en concentraciones bajas (superiores a 0,5 uM e inferiores a 1,5 uM)
provocaria un aumento del indice mitético (Lin et al., 1994). Los factores anteriormente
mencionados, condicionarian una diferente produccién de radicales libres y ROS,

estimulando o inhibiendo de esta manera la mitosis.
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Figura 54. Histograma correspondiente al analisis del ciclo celular en la poblacion
expuesta a CEs, de Pb(NO3),
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IV.6.1.4. Cromo

Todas las concentraciones ensayadas para el cromo causan diferencias
significativas con un grado de significancia del 99,9% para las fases GO/G1 y S,
mientras que no se aprecian diferencias significativas para la fase G2/M (Fig. 51).
Todas las concentraciones provocan una disminuciéon acusada del porcentaje de
células en la fase GO/G1 y menos destacado de la fase G2/M (no superior al 3,5%),
mientras que se aprecia un aumento siginicativo de la fase S, sobre todo para las
concentraciones mas altas (juveniles y pollos). Esto podria indicar que el cromo
provoca la deteccion del ciclo celular en la fase S.

Bagchi et al. (2000), comprobaron efectos similares mostrando un aumento de
la fase S en células de leucemia mielégena crénica humana (K562) tras ser tratadas

con 12,5 uM de cromato.

Se ha establecido que los compuestos de Cr (VI) son capaces de atravesar la
membrana celular y entrar a la célula a través de los canales anidnicos, donde agentes
como el ascorbato, el glutatién y la cisteina lo reducen a cromo pentavalente (Cr V), Cr
(IV) y Cr (Ill) (Shi y Dalal, 1992; Zhitkovich, Quievryn, Messer y Motylevich, 2002).
Durante la reduccion intracelular del Cr (V1) se generan ROS y radicales libres que al
interactuar con el ADN pueden inducir lesiones genéticas estructurales (Shi y Dalal,
1992; O’Brien et al., 2003). El dafio del material genético inducido por Cr (VI) también
puede presentar efectos sobre la replicacion y la transcripcion del ADN, desregularizar
los puntos de control en el ciclo celular y afectar los mecanismos de reparacién del
ADN (Zhitkovich et al., 2002; ATSDR, 2012). De ahi que se sugiera que los cambios
producidos en el ciclo celular observados en el presente estudio pudiera estar
relacionado con la reduccién intracelular de Cr (VI) a Cr (lll) y la generacion de ROS y
radicales libres. Esto podria indicar que el cromo provoca el bloqueo del ciclo celular
en la fase S y G2/M del ciclo, provocando que el dafio del ADN producido por el cromo
impida que la célula pueda dividirse, o impidiendo que las células puedan crecer tras

la division celular y sintetizar nuevo material citoplasmético.
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Figura 55. Histograma correspondiente al analisis del ciclo celular en la poblacion

expuesta a concentracion media de individuos juveniles de CrO;

IV.6.1.5. Selenio

En el caso del selenio encontramos diferencias significativas con respecto a las
fases GO/G1 y S para todas las concentraciones (p<0.001) y para la fase G2/M salvo
para las concentraciones de individuos adultos y pollos (Fig. 51). Todas las
concentraciones halladas en individuos adultos, juveniles y pollos provocan una
disminucion del porcentaje de células en fase GO/G1 y G2/M y un aumento de la fase
S (siendo muy acusado para el caso de individuos juveniles), mientras que la CEsg
(inferior al resto de concentraciones) provoca un aumento de la fase S y de la fase
G2/M. Esto indica que las concentraciones medias halladas causarian la deteccion del

ciclo celular en la fase S.
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IV. 6.2. LINEA CELULAR AML12

En las siguientes tablas y gréficas se pueden observar los resultados obtenidos
tras el analisis estadistico de los tres ensayos independientes realizados para cada

una de las condiciones para la linea celular AML12:

Tabla 45. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular de la linea AML12

(media y error estandar).
AML12 GO/G1 S G2/M

Control 86,63+1,61 9,57+1,1 3,80+1,92
CEso Cd 90,15+0,12 6,55+0,13 3,31+0,02
Adultos Cd 75,68+0,4 17,89+0,29 6,43+0,42
Juveniles Cd 92,64+0,13 6,05+0,17 0,85+0,12
Pollo Cd 89,73+1,14 6,00£0,15 4,26+1,18
CEsoPb 78,76+0,50 16,90+0,23 4,34+0,27
Adultos Pb 80+0,73 7,120,16 12,90+0,89
Maxima Pb 81,14+1,14 8,16+0,09 10,70+1,14
Pollos Pb 90,84+1,20 5,56+0,14 3,61+1,20
CEso Cr 79,13+0,35 10,18+0,19 10,69+0,15
Adultos Cr 73,81+0,50 19,55+0,14 6,64+0,37
Juveniles Cr 77,96+2,28 19,10+1,49 2,94+0,90
Pollos Cr 83,21+4,57 12,8143,74 3,98+0,88
CEso Se 89,15+1,69 11,13+0,39 3,71+1,29
Adultos Se 67,89+16,05 29,94+1,31 2,17+1,72
Juveniles Se 67,89+16,05 29,94+1,31 2,17+1,72

Pollos Se 66,61+1,03 29,49+1,31 3,86+0,35
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IV.6.2.1. Control

En lineas generales, la linea celular AML12 presenta un 87% de sus células en
fase GO/G1, un 9,6% en fase S y un 4% en fase G2/M (Fig. 57 y Tabla 45). Las
muestras control de dicha linea celular muestran un porcentaje medio de debris de
0.06% y un 3.14% de agregados.
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Figura 58. A. Histograma correspondiente a la muestra control. B. Dot Plot del cultivo
control de AML12 representando la granulometria frente al tamafio. C. Dot Plot del

cultivo control AML12 representando el area frente a la amplitud del pico.

IV.6.2.2. Cadmio

En el caso del cadmio encontramos diferencias significativas para todas las
concentraciones estudiadas (Fig. 57). Para la CEsy (0,0613 mM) hallamos diferentes
grados de significancia para cada fase del ciclo celular (p<0.01 en GO/G1, p<0.05 en S
y p>0.5 para la fase G2/M). Para la concentracibn méas alta perteneciente a la media
de los individuos adultos (0,12 mM), presentan diferencias significativas con un grado
de significancia del 99,9% en la fase GO/G1 y S y del 99% para la fase G2/M. En
cuanto a la concentraciéon de individuos juveniles (3,15 uM), produce diferencias
significativas tanto en la fase GO/G1 (p<0.001) como en las fases S y G2/M (p<0.01).
En lo referente a la concentracion menos elevada perteneciente a la media de los
pollos (0,73 uM), provoca diferencias significativas para la fase GO/G1 (p<0.05) y en la
fase S (p<0.01). Todas las concentraciones salvo la de adultos provocan un aumento
del porcentaje de las células en fase GO/G1 (tabla 45), mientras que la concentracion
de adultos provoca una disminucién del porcentaje de células en fase GO/G1 y un

aumento en las fases S (de forma acusada) y G2/M.

Payette et al. (1995), que determinaron como afectaba el cadmio al ciclo celular
de linfocitos de bazo de ratdén 72 horas después de su estimulacién con concanavalina
A. A una concentracion de 0,6 uM comprobaron que se producia un aumento del
porcentaje de células en fase GO/G1 y una disminucion en las fases Sy G2/M. En la
linea celular AML12 (de origen hepatico) se produce un aumento del porcentaje de
células en la fase G0/G1, salvo en la concentracion media de individuos adultos
(concentracion mas elevada, 0,12 mM). Choi et al. (2011), estudia los efectos del
acetato de cadmio sobre dos lineas celulares de fibroblastos del pulmén humano. Este
estudio demuestra que el cadmio disminuye la cantidad de CDK2 y E2F1 y suprime la
fosforilacion de Rb (implicados en la progresién de G1 a S), provocando la detencién

del ciclo celular en la fase G1.

Estos resultados podrian indicar que bajas concentraciones de cadmio en
células hepaticas provocan la parada del ciclo celular en la fase GO/Gl vy

concentraciones muy elevadas la parada del ciclo celular en la fase S y G2/M.
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Figura 59. Histograma correspondiente al andlisis del ciclo celular en la poblacion

expuesta a la concentracién media de individuos adultos de CdCl,

IV.6.2.3. Plomo

Todas las concentraciones ensayadas presentan diferencias significativas para
la fase GO/G1 con respecto al control (Fig. 57). La CEs (1,9058 mM) y la
concentracion media hallada en pollos (0,567 uM) producen diferencias significativas
en la fase S, mientras que la concentracion media de individuos adultos y la méaxima
concentracion hallada provocan diferencias significativas con un grado de significancia
del 99,9% en la fase G2/M. La concentracibn méas elevada perteneciente a la CEs
provoca una disminucién del porcentaje de células en fase GO/G1 y un aumento en las
fases S y G2/M, mientras que el resto de concentraciones, muy por debajo de la CEs,
provocan la disminucién de la fase GO/G1 (salvo la concentracion de pollos) (tabla 45),
una leve disminucion de la fase S y el aumento o mantenimiento del porcentaje de
células en fase G2/M. Estos resultados podrian indicar que una elevada concentracion
de plomo provoca la deteccion del ciclo celular en la fase S, mientras que el resto de

concentraciones inferiores provocarian su deteccion en la fase G2/M.
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Como ya se ha indicado anteriormente, estos resultados coinciden con
los encontrados en la linea celular VERO. Este aumento que aparece en el porcentaje
de células en la fase G2/M a bajas concentraciones también ha sido encontrado por
otros autores para el caso del cadmio. Chao y Yang (2001) estudiaron la funcién de las
kinasas ERK y MAPK en el ciclo celular de células de adenocarcinoma de pulmén
humano (CL3) tratadas con cadmio. Tras el tratamiento durante 2 horas a 40 uM de
CdCl; entre las 6 y las 24 horas después constataron que la fase G1 disminuyo, la fase
G2 aumentd y no afecto significativamente a la fase S. Para comprobar si afectaba a la
mitosis, estudiaron el indice mitético comprobando su aumento y la deteccién

irreversible de la mitosis.
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Figura 60. Histograma correspondiente al andlisis del ciclo celular en la poblacion
expuesta a CEgsyde Pb(NO3)
IV.6.2.4. Cromo
En el caso del cromo encontramos diferencias significativas para la fase GO/G1
con respecto al control en la CEg (3,6 uM), adultos (6 uM) y juveniles (8,2 uM) y en la

fase S para las concentraciones medias halladas en individuos adultos y juveniles (Fig.
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57). Todas las concentraciones ensayadas provocan una disminucion del porcentaje
de células en la fase GO/G1 con respecto al control y un aumento de la fase S
(acusado) y de la fase G2/M salvo para la concentracibn media de juveniles que
provoca una ligera disminucién (0,8%) no considerada relevante (tabla 45). Esto
podria indicar que como otros resultados observados en el resto de metales, el cromo
provocaria la deteccion del ciclo celular en la fase S en células de origen hepatico.

Bagchi et al. (2000), también observan un aumento de la fase S y de la fase
G2/M en células de leucemia mielégena crénica humana tratadas con cromato,
coincidiendo con los datos obtenidos en las células AML12 tratadas con diferentes
concentraciones de cromo, donde se apreciaba un aumento del porcentaje de células

en fase Sy en la fase G2/M.
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Figura 61. Histograma correspondiente al analisis del ciclo celular en la poblacién

expuesta a la concentracion media de individuos adultos de CrO;
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IV.6.2.5. Selenio

La concentracion mas elevada perteneciente a la media de individuos adultos y
juveniles (0,13 mM), presenta diferencias significativas para la fase GO/G1 y S con
respecto al control (p<0.01). La concentracibn mas baja perteneciente a la CEsg
(0,0272 mM) no presenta diferencias significativas, mientras que la concentracion
media hallada en pollos (0,0931 mM) muestra diferencias significativas con un grado
de significancia del 99,9% en la fase GO/G1 (Fig. 57). Todas las concentraciones
(excepto para la menor concentracion en la fase GO/G1) provocan una disminucién del
porcentaje de células en fase GO/G1l y de la fase G2/M (Tabla 45). Esto causa el
aumento del porcentaje de células en fase S, de forma acusada (20%) para las
concentraciones mas elevadas (adultos, juveniles y pollos), lo que podria indicar que el

selenio induce la deteccién del ciclo celular en la fase S.
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Figura 62. Histograma correspondiente al analisis del ciclo celular en la poblacion

expuesta a CEg, de SeCl,

Con respecto al selenio, en ambas lineas celulares se observa una disminucion

del porcentaje en células GO/G1, un aumento acusado en la fase S y una disminucion
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de la fase G2/M (Fig. 51 y 57). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Tapiero et al. (2003), que comparan los efectos de diferentes compuestos quimicos de
selenio, indicando que dosis altas de selenito en células de piel de ratén y en
queratinocitos humanos primarios pueden causar la fragmentacion del ADN, disminuir
la sintesis de ADN, la inhibicion del crecimiento celular, la sintesis de ADN, bloquear el
ciclo celular en la fase S/G2 y muerte celular por necrosis. Esto indicaria que el selenio
impediria el paso de las células a la fase G2/M y por consiguiente disminuye la

formacién de nuevas células afectando a la viabilidad celular.

Estos efectos provocados por el selenio podrian estar relacionados con el
punto de control G2/M, el cual permite que si un dafio celular se produce durante la
fase G2 la célula es capaz de iniciar una detencion del ciclo de forma dependiente o
independiente de p53. En este punto de control interviene la fosfatasa CDC25
encargada de desfosforilar el complejo Factor de Promocién de la Mitosis (MPF,
mitosis promotor factor). Este MPF activa las CDKs relacionadas con la ciclina B
(asegura que se lleve a cabo la mitosis), en respuesta a condiciones ambientales
favorables para la célula, permitiendo que la célula comience con la replicacion del
ADN.

Otros autores también sefialan que determinados compuestos de selenio
producen dafio cromosomico a dosis altas y de forma dependiente con la
concentracion. Biswas et al. (2000), estudiaron el efecto del selenito y selenato de
sodio en linfocitos humanos constatando que producian la inhibicion de la division
celular y anomalias cromosémicas. Ambos compuestos pueden producir radicales
libres y el dafio del ADN (Shamberger, 1985). Por lo tanto, la causa de que el selenio
bloquee el paso de células de la fase S a la fase G2/M podria ser el dafio producido

sobre el ADN durante la replicacion en la fase S.

Las diferentes discrepancias encontradas por los diferentes autores nos indican
que los distintos bloqueos provocados por compuestos téxicos en el ciclo celular,
dependen de la naturaleza quimica del compuesto, las concentraciones, el origen de
las lineas celulares y su caracter cancerigeno o normal. Nuevos estudios podrian
realizarse, empleando diferentes lineas celulares comparando resultados obtenidos
mediante el estudio del ciclo celular por citometria de flujo y la expresion de los genes

implicados en el progreso de dicho ciclo celular por PCR.
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IV.7. APOPTOSIS

La pérdida de la asimetria de membrana es un fenbmeno que parece ser
universal en el proceso apoptético. Por tanto, las células que estan sufriendo apoptosis
se pueden detectar marcando las células con anexina V-FITC. Esta se une a los restos
de fosfatidilserina expuestos al exterior por la pérdida de asimetria de su membrana.
Para distinguir las células de una situacion necrotica se tifien también con IP, el cual
entrard en las células que hayan perdido la integridad, tal y como ocurre en las células
necréticas. A su vez, hay que destacar que también quedan marcadas con IP las
células con necrosis secundaria. Esto es, una vez que las células en cultivo han
sufrido apoptosis y dado que no existen macréfagos capaces de fagocitar estas
células o cuerpos apoptoticos, éstas van a sufrir una necrosis que se conoce como
necrosis secundaria al proceso apoptético, aunque no haya sido un proceso de

necrosis la primera causa de muerte.

Hemos cuantificado el proceso de apoptosis y necrosis para los cuatro
compuestos tras 24 horas, en ambas lineas celulares. Los resultados obtenidos por
citometria de flujo representados en las figuras se muestran en graficas de puntos
(Dop Plot) divididas en cuatro cuadrantes en los cuales en el eje X aparece la
fluorescencia de la anexina V-FITC y en el eje Y la fluorescencia correspondiente a IP,

segun el cuadrante habra (Vermes et al., 1995):

- Cuadrante inferior izquierdo: células viables, no se unen a anexina y excluyen el IP.

- Cuadrante inferior derecho: células en apoptosis temprana, se unen a anexina y

excluyen IP.

- Cuadrante superior derecho: células en apoptosis tardia, unen anexina e incorporan

IP, es decir, células que alcanzan la necrosis previa apoptosis.

- Cuadrante superior izquierdo, células necréticas o necrosis secundaria, incorporan
IP.
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l.V.7.1. LINEA CELULAR VERO

En la siguiente tabla se puede observar el porcentaje de células encontrado
para cada cuadrante en las distintas concentraciones de cadmio, plomo, cromo y

selenio en la linea celular VERO.

Tabla 46. Porcentajes de células por cuadrante en la linea celular VERO

CEso 83 1,6 11,9 3,6
g Adultos 1,3 0,1 49 49,6
g Juveniles 46,7 53 0 0
Pollos 99,5 0,4 0 0,1
CEso 84,5 0,9 12,7 1,9
o Adultos 97,3 0,9 1,3 0,5
z Maxima 95,8 11 2,4 0,7
Pollos 99,3 0,2 0 0,4
CEso 91,3 4,3 3,9 0,9
= Adultos 94,6 2,5 2,6 0,4
5 Juveniles 64,3 355 0 0,2
Pollos 99,3 0,3 0 0,4
CEso 39,8 1,4 32,2 26,6
2 Adultos 0,4 0,2 63,8 35,6
ﬁ Juveniles 18 0.1 15 96,5
Pollos 2 0,1 1,3 96,6

En la siguiente imagen se pueden observar diferentes Dop PLot donde se
muestran los resultados obtenidos por citometria de flujo para el cultivo control y los
cultivos expuestos a las diferentes concentraciones de metales en células VERO.
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Si comparamos los cuatro compuestos es evidente que el compuesto que
provoca mayor porcentaje de muerte celular es el selenio, seguido por el cadmio, el
cromo y por ultimo el plomo (tabla 46). Estos datos concuerdan con los obtenidos por
microscopia éptica y electrénica donde las células con mayor grado de degeneracion

aparecian en células tratadas con selenio y cadmio.

En el caso del cadmio, la concentracién de adultos (1,37 mM) es la que
causa una mayor cantidad de muerte celular presentando el mayor porcentaje de
células muertas por necrosis y por apoptosis tardia (89,6%) (Fig. 63), seguida por la
CEso (45,7 uM/15,5%) (Tabla 46 y Fig. 64). La concentracidn que muestra mayor
cantidad de células en apoptosis temprana es la concentracibn media de individuos
juveniles (12 uM), mientras que la hallada en pollos (2,7 uM) no afecta a la viabilidad
celular. La concentracion encontrada en individuos adultos, presenta el mismo
porcentaje de células necréticas que células necréticas previa apoptosis (49-49,6%),
sin embargo en la concentracion de individuos juveniles, es elevado el porcentaje de
células en apoptosis temprana (53%) y no presentan células necréticas. Esto podria
indicar que concentraciones subcitotoxicas de cadmio podrian provocar muerte celular

por apoptosis en células de origen renal.

Resultados similares encontraron El Azzouzi et al. (1994), en linfocitos T
humanos. Mostraron que la muerte celular tras un tratamiento con 4 uM de cadmio
estaba precedida por condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN, dicha
fragmentacion se hacia méxima a concentraciones entre 8-10 uM. En nuestro estudio
en células VERO, la concentracion media de individuos juveniles (12 uM), provocaba
un alto porcentaje de células en apoptosis temprana. Cuando expusieron las células a
concentraciones superiores a 50 uM de cadmio no observaron los cambios
morfoldgicos anteriores. Lo que demostré que en las células CEM-C12, el cadmio a
bajas concentraciones produce muerte celular por apoptosis y a altas concentraciones
por necrosis. Como hemos indicado anteriormente en nuestro estudio concentraciones
elevadas, no presentan una muerte celular en concreto, pues el porcentaje de células

necroticas y apoptéticas es similar (tabla 46).

Otros estudios sobre la toxicidad provocada por el cloruro de cadmio en
células de riidbn humanas (Hamada et al., 1996), evidencian la muerte celular por
apoptosis tras 48 horas de exposicion a concentraciones entre 12,5 y 37,5 uM. Sin

embargo, disminuye para concentraciones superiores a 37,5 uM. Chen y Shaikh
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(2009) estudiaron el efecto apoptético del CdCl, en una linea celular de rifibn de rata
comprobando por citometria de flujo que el porcentaje de células apoptéticas
aumentaba con el tiempo de tratamiento y la concentracion, siendo de un 60% con una
dosis de 20 uM tras 24 horas. Esto concuerda con nuestros resultados donde
concentraciones de 12 uM (juveniles) tienen un elevado porcentaje de células
apoptoticas (53%) y no presentan necrosis, mientras que en la CEsy (45,7 uM)
comienza a disminuir dicho porcentaje (13,5%) y a aparecer muerte celular por

necrosis (3,6%).

Con respecto al plomo, ninguna concentracion afecta de forma acusada a las
células, siendo el porcentaje de células viables superior al 80% (tabla 46). La
concentracion que presenta un mayor porcentaje de células muertas por necrosis y
apoptosis tardia (14,6%) es la CEsp (1,9043 mM) (Fig. 63). Estos datos concuerdan
con el ensayo citotéxico, ya que dicha concentracion es muy superior al resto. El
porcentaje de células en apoptosis temprana es escaso y no hay diferencias
superiores al 1% entre las distintas concentraciones. El porcentaje de células en
apoptosis tardia es superior al de necrosis, por lo que podria predominar la muerte
celular por apoptosis, aunque la difencia no supera el 11% (tabla 46 y Fig. 64).

En estudios con células de diferente origen (células de cerebelo de rata)
Oberto et al. (1996), determinaron que el principal tipo de muerte celular para bajas
concentraciones de Pb* era la apoptosis a una concentracion de 1 pM (CEsg
aproximada de 10 uM). En nuestro estudio, a pesar de que las concentraciones
estudiadas no afectan de forma acusada a la viabilidad, el porcentaje de células

apoptoticas es superior al de necroticas.

En cuanto al cromo, la concentraciébn mas alta, perteneciente a la media de los
individuos juveniles (0,1 mM), provoca un 35,5% de células en estado de apoptosis
temprana (Fig. 63). El resto de concentraciones no afectan de forma acusada a la
viabilidad celular, pero el porcentaje de células en estado de apoptosis siempre es

superior al de necrosis (tabla 46 y Fig. 64).

En estudios con compuestos téxicos de distinta composicion al 6xido de cromo
(pero con el mismo estado de oxidacién), Blankenship et al. (1997), comprobaron los
efectos producidos por el cromato de plomo y el cromato de sodio en células de ovario

de hamster chino (CHO-AA). Por electroforesis las células muestran fragmentacion del
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ADN internucleosomal tras 24 horas de tratamiento con 350 o 750 uM de cromato de
plomo. Tras 48 horas recuperaron poca cantidad de ADN. En el caso del cromato de
sodio tras el tratamiento con dosis de 5 0 10 uM, se aprecia fragmentacion tras 24
horas y es claramente evidente tras 48 horas. La fragmentacion del ADN
internucleosomal se interpreta como un signo claro de apoptosis. En nuestro trabajo, la
concentracion mas alta de cromo en células VERO (100 puM) también provoca el
mayor porcentaje de células apoptéticas (35,5%), siendo la muerte predominante para
todas las concentraciones. En el estudio microscépico también era evidente la

condensacion de la cromatina y la formacion de cuerpos de inclusion (Fig. 71y 76).

Referente al selenio, todas las concentraciones afectan sobre la viabilidad
celular, siendo méas acusada en el caso de la media de individuos adultos (0,45 mM),
juveniles (0,145 mM) y pollos (0,098 mM), con respecto a la CEs (5,4 uM) (tabla 46 y
Fig. 64). En el caso de los adultos es superior el porcentaje de células en apoptosis
tardia frente al de necrosis (Fig. 63), pero en concentraciones menores (juveniles y
pollos) el porcentaje de células en necrosis es superior al de apoptosis tardia. Estan
diferencias pueden deberse a las condiciones del cultivo o manipulacién de las células,
en cualquier caso seria necesario realizar nuevos estudios con diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion para indicar cual es el tipo de muerte

predominante y si es dependiente de la concentracion.
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Figura 64. Representacion grafica del porcentaje de células en cada estado para los cuatro compuestos en células VERO
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l.V.7.2. LINEA CELULAR AML12

En la siguiente tabla se puede observar el porcentaje de células encontrado
para cada cuadrante en las distintas concentraciones de cadmio, plomo, cromo y

selenio en la linea celular AML12.

Tabla 47. Porcentajes de células por cuadrante en la linea celular AML12

CEso 60,9 13,4 4,8 20,8
g Adultos 3,5 0,5 56,6 39,4
§ Juveniles 89,9 7.3 0,4 2.4
Pollos 97,8 1,7 0,1 0,4
CEso 28,4 29,2 15,2 27,2
g Adultos 97,5 1,7 0,1 0,7
z Maxima 69,8 2.2 55 22,3
Pollos 66,1 14,9 2,9 16,1
CEso 62,1 9,1 4 24,8
2 Adultos 68,1 15,8 5,2 10,9
5 Juveniles 58,9 40,9 0 0,3
Pollos 40 59,3 0,1 0,5
CEso 85,2 14,6 0 0,2
2 Adultos 0,1 0,1 89,6 10,1
§ Juveniles 0,1 0,1 89,6 10,1
Pollos 0,6 0,5 69,6 29,4

En las siguientes imagenes se pueden observar los resultados obtenidos por
citometria de flujo para el cultivo control y los cultivos expuestos a las diferentes
concentraciones de metales en células AML12.
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Si comparamos los cuatro compuestos en rasgos generales ocurre lo mismo
que en la linea celular VERO, donde el compuesto que provoca mayor porcentaje de
muerte celular es el selenio, seguido por el cadmio, el cromo y por dltimo el plomo
(tabla 47). De igual forma, las células que presentan grados de degeneracion mas
avanzados incluso adquiriendo una morfologia alargada, son las tratadas con selenio
(Fig. 87).

En el caso del cadmio, la concentracion de adultos (0,12 mM) es la que causa
una mayor cantidad de muerte celular presentando el mayor porcentaje de células
muertas por necrosis y por apoptosis tardia (96%) (Fig. 65), seguida por la CEs, (61,3
uM/25,6%). La concentracion que muestra mayor cantidad de células en apoptosis
temprana es la CEsg (13,4%) seguida de la de juveniles (3,15 uM/7,3%), mientras que
la hallada en pollos (0,73 uM) no afecta a la viabilidad celular (97,8% células viables)
(tabla 47 y Fig. 67). La concentracion encontrada en individuos adultos, presenta un
porcentaje mayor de células en apoptosis frente a necrosis (17,7%). Esto podria
indicar que en las concentraciones menos elevadas de cadmio predomina la muerte
celular por apoptosis y en la concentracion mas elevada (adultos) ocurre lo mismo,

pero el porcentaje de células necréticas también es elevado (39,4%).

Existen diferentes estudios donde concentraciones similares a la CEsg
producen un mayor porcentaje de células apoptéticas. Pathak y Khandelwal (2006)
expusieron linfocitos esplénicos de ratén a 10, 25y 50 uM de cadmio durante 1, 1’5, 3,
6 y 18 horas. A las 6 horas ya detectaron la fragmentacion del ADN y un aumento de
las células apoptdticas. Con una concentracion de 50 uM (1,5 horas) detectaron la
disminucion del potencial de membrana y la activacion de la caspasa 3 (marcadores
de las primeras etapas de la apoptosis). Mediante citometria de flujo (ensayo
anexina/IP) el nimero de células apoptoéticas aumenté de forma dependiente con la
dosis. Con una concentracion de 50 uM las células apoptéticas aumentaron desde 5,1
% (control) hasta 69,1% a las 18 horas de exposicién. En nuestro estudio en AML12
la concentracion que produce un mayor porcentaje de células apoptoticas (57,1%) es
la de adultos (0,12 mM), aproximadamente la mitad de la concentracion mas elevada
analizada por Pathak y Khandelwal (2006). Estas diferencias pueden deberse al
distinto origen de la linea celular. Aln asi, en ambos estudios el porcentaje de
apoptosis provocado por el cadmio aumenta de forma dependiente con la

concentracion.
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Distintos estudios muestran que el cadmio en células hepéticas produce
apoptosis tanto por via intrinseca como extrinseca. Oh y Lim (2006), observaron como
el cadmio en células HepG2 producia ROS que activaba la apoptosis tras la union de
ligandos a receptores de muerte celular presentes en la superficie celular (Fas) y por la
activacion de Bax. Por la técnica de TURNEL detectaron la fragmentacion del ADN,
rasgo caracteristico de apoptosis, con concentraciones superiores a 8 uM (Clsg de 15
uM). Después de 24 horas de exposicion detectaron a 2, 4, 8 y 16 uM la activacién de
caspasa 8 (via extrinseca), caspasa 9 (via intrinseca) y caspasa 3 (via de ejecucion).
En nuestro caso, no esta claro el mecanismo por el cual se produce la apoptosis, ya
gue el estudio de expresidén génica revela un aumento de Bax, pero no es significativo,
lo que podria significar que la muerte celular por apoptosis que muestra el estudio por

citometria de flujo podria estar produciéndose por via extrinseca Unicamente.

En otros estudios también observan un aumento del porcentaje de células
apoptoéticas dependiente de la concentracion de cadmio en células hepéaticas.
Recientemente Skipper et al. (2016), determinaron el porcentaje de apoptosis
mediante citometria de flujo (ensayo anexina-V/IP) en células de cancer hepético con
diferentes dosis de cloruro de cadmio tras 48 horas de tratamiento. Los resultados
manifestaron un aumento gradual de células positivas a anexina (para 0 pg/ml,
10,3+3,2% de anexina/lP; 1ug/ml, 14,4+5,6%; 2ug/ml, 21,4+4,6%; 3ug/ml, 30,5+2,8%;
4 ug/ml, 43,2+7,5% y 5 pg/ml, 52,5+9,4%).

Con respecto al plomo, la CEs (1,9058 mM) produce el mayor nimero de
células en proceso de muerte celular (71,7%) (Fig. 65), lo cual concuerda con los
resultados del ensayo citotoxico, puesto que es la concentracion mas elevada;
mientras que la concentracion mas baja perteneciente a la media de individuos adultos
(0,4 uM) es la concentracién que menos afecta a la viabilidad celular (97,5% células
viables). Las dos concentraciones mas elevadas (aunque con una gran diferencia
entre ellas), CEso y méxima hallada con respecto al plomo son las que muestran un
mayor porcentaje de células necréticas (27,2% y 22,3%, respectivamente), si bien el
porcentaje de células apoptéticas es superior al de necréticas en la CEsy (44,5%). En
las concentraciones mas bajas, pollos y adultos (0,5 y 0,4 uM, respectivamente), la
diferencia entre células apoptéticas o necroéticas es inferior al 2% (tabla 47 y Fig. 67).
Estos resultados podrian indicarnos que a elevadas concentraciones, la muerte

predominante es la apoptosis, mientras que no esta claro el mecanismo de muerte
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celular con concentraciones muy por debajo de la CEsy. Lo que si es evidente es que
se produce un aumento del porcentaje de células necréticas dependiente de la
concentracion. Para obtener més informacion seria preciso realizar nuevos ensayos a

dosis subcitotoxicas de plomo.

Otros autores encuentran porcentajes mas elevados de apoptosis en células
de diferente origen. Asi, Guo et al. (2014), demostraron que la concentracion 6ptima
que induce apoptosis en células de feocromocitoma de rata (PC12) se encuentra en
torno a 10 uM, confirmado por los niveles de expresion de los genes Bax y Bcl-2,
pudiendo las células afectadas propagar dafios a las células vecinas. El andlisis por
citometria de flujo reveldé que el porcentaje de apoptosis en la poblacion de células
PC12 sin tratar era de 0,40%+0,46%, siendo significativamente mas altos los
porcentajes después del tratamiento con 0,1 uM, 1 uM, 10 uM y 100 uM de acetato de
plomo  (1,33%+0,42%, 5,40%=+0,51%, 38,33%+3,06% y 46,67%%4,51%,
respectivamente). Estas diferencias pueden deberse al tipo celular. Sin embargo, al
igual que se produce en nuestro estudio, encuentran que el 18,67%+2,08% de las
células murieron en la concentracion de 100 uM, mientras que un menor porcentaje de
células (9,97% £1,95%) murieron en el grupo de 10 uM, es decir, se produce un

aumento del porcentaje de células necréticas con la concentracion.

En cuanto al cromo, la concentracion mas alta, perteneciente a la media de los
individuos pollos (9,5 uM), provoca un 59,3% de células en estado de apoptosis
temprana, seguida de la de juveniles (8,2 uM/40,9%), adultos (6 uM/15,8%) y CEs
(3,6 uM/9,1%), si bien estas dos ultimas concentraciones presentan cierto porcentaje
de células necroticas (24,8 y 10,9%, respectivamente) (tabla 47 y Fig. 67). Dicho
porcentaje puede deberse a la manipulacién de las células durante los ensayos
realizados, ya que es clara la dependencia con la concentracién en células con

apoptosis.

En estudios previos con concentraciones similares a la media encontrada en
pollos, la méas alta para cromo en higado, también hallan porcentajes similares de
células apoptdticas. Asi Son et al. (2010), células de epidermis de ratén (JB6CI41) a
una concentracion de cromato de sodio de 10 uM, el 40% de la poblacién mostré por
citometria de flujo fluorescencia para anexina (células apoptéticas) frente a una baja

cantidad de yoduro de propidio (células necréticas).
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Banu et al. (2011), estudiaron los efectos del dicromato de potasio en cultivos
primarios de células granulosas de ovario de rata. Tras un tratamiento con una
concentracion de 10 uM durante 12 6 24 horas encontraron las siguientes evidencias
de muerte celular por apoptosis: fragmentacion del ADN y aumento de la apoptosis de
forma dependiente con el tiempo (12 horas 25% de apoptosis y 24 horas 50% de
apoptosis); aumento de la liberacion del citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol;
infraexpresion de Bcl-2, Bcl-XL, Hsp70, Hsp90 (genes anti-apoptéticos);
sobreexpresion de Bax, Bad (genes pro-apoptoticos); translocacion de Bcl-2, Bcel-XL,
Bax, Bad, Hsp70 y Hsp90 a la mitocondria y activacion de caspasa-3 y PARP. Por el
contrario, en nuestro estudio observamos una infraexpresion de Bax. Esto puede
deberse a que al haber efectuado una sola medicién a las 24 horas, durante este
tiempo se ha estado produciendo la sintesis de proteinas y a tiempo final la expresién
del gen se ve reducida con respecto a su estado fisioldgico. Delgado et al. (2013),
evidenciaron el aumento de la cantidad de proteina p53 (induce apoptosis por via
intrinseca) por Cr*® en hepatocitos de rata mediante Western blot. La proteina p53 se
evidencié a partir de una concentracion de 20 uM de cromo (VI) incrementandose a
mayor concentracion del metal y se observé la fragmentacion del ADN a partir de
concentraciones de 20 uM de cromo (VI) de forma dependiente con la concentracion
(10, 20, 50 y 100 uM durante 24 horas). Esto podria indicar que aunque se produzca

infraexpresién de Bax si puede existir una gran cantidad de proteina.

Por otro lado, otras vias de apoptosis (via extrinseca) pueden ser mas
activas en la intoxicacion por cromo. Es evidente que se produce apoptosis, porque a
concentraciones ligeramente inferiores a las estudiadas por Banu et al. (2011),
observamos porcentajes superiores (10%) de células positivas para anexina mediante
citometria de flujo. Las diferencias mencionadas también podrian estar causadas
porque en dichos estudios se emplean diferentes tipos celulares y los hepatocitos
podrian ser mas sensibles al cromo que las células de ovario de rata, ya que

metabdlicamente son mas activos.

Referente al selenio, todas las concentraciones afectan sobre la viabilidad
celular, siendo més acusada en el caso de la media de individuos adultos y juveniles
(0,13 mM) y pollos (0,093 mM), con respecto a la CEsq (27,2 uM) (tabla 47 y Fig. 67).
Tanto en las concentraciones medias de individuos adultos y juveniles (89,7%-10,1%),

como en pollos (70,1%-29,4%) y la CEsq (14,6%-0,2%) es superior el porcentaje de
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células apoptéticas sobre el de necréticas. En células de origen hepatico parece
indicar que la muerte predominante ocasionada por el selenio es la apoptosis.

Wei et al. (2001), estudiaron los efectos del SeO, en una linea celular normal
hepéatica humana (HL-7702) y en una linea de hepatoma humano (SMMC-7721) tras
48 horas de tratamiento con una concentracién de 30 uM. A nivel morfolégico las
células mostraban caracteristicas propias de la apoptosis con membrana nebulosa,
cromatina condensada, fragmentacion del nicleo y cuerpos apoptéticos. Mediante
electroforesis se aprecia fragmentacion del ADN. Por citometria de flujo se determin6
un 68% de muerte por apoptosis en la linea HL-7702 y un 50% para la linea SMMC-
7721. Como sefialamos en el parrafo anterior, la muerte predominante ocasionada por
el selenio en células AML12 es la apoptosis y su porcentaje es dependiente de la
concentracion. A una concentracion similar a la estudiada por Wei et al., (2001)
perteneciente a CEsg, el porcentaje de células apoptoéticas es inferior (14,6%), mientras
gue en concentraciones superiores, pertenecientes a la media de pollos (93,1 uM)
hallamos porcentaje de células apoptéticas similares a los encontrados por Wei et al.,
(2001) (tabla 47 y Fig. 67). Esto indica que las células hepéticas humanas muestran
una mayor sensibilidad al plomo, frente a las células hepaticas AML12.

Si bien los resultados aportados con el microscopio electrénico no aportaban
evidencias de apoptosis temprana, mediante el microscopio de fluorescencia si hemos
observado células positivas a IP/anexina, es decir, dentro del tercer cuadrante con
apoptosis tardia o necrdticas previa apoptosis como muestran las siguientes
imagenes. Ademas también existen estudios donde la apoptosis se observa en
hepatocitos en forma de condensacién de la cromatina y mitocondrias, rasgos que si

se observan durante su estudio al microscopio electrénico (Angermiiller et al., 1998).
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Figura 66. Células AML12 positivas a IP/anexina sometidas a CEs, de selenio

El proceso de apoptosis continta con la formacién de pequefias evaginaciones
esféricas surgidas a partir de la membrana citoplasmatica y fragmentacion del nicleo,
rasgo que se puede observar en la figura 66. Después la célula se fragmenta
formando cuerpos apoptéticos (Kataoka y Tsuruo, 1996). Tras la muerte celular, las

células sufren cambios postmortem (necrosis), donde serian positivas a IP/anexina.
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Figura 67. Representacion grafica del porcentaje de células en cada estado para los cuatro compuestos en células AML12
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Si comparamos los efectos sobre la viabilidad de las CEs, en ambas células
encontramos que la CEsy para el cadmio resulta mas letal en células AML12 (60,9%
viables - 39% en proceso de muerte celular) (tablas 46, 47 y 48), para el plomo ocurre
lo mismo con una diferencia mas acusada con respecto a VERO (28,4% viables —
71,6% en proceso de muerte celular), para el cromo las diferencias son menores del
10% (CEso similares) y para el selenio resulta mas letal en células VERO (39,8%
viables — 60,2% proceso de muerte celular), que presenta un valor de CEsq muy por
debajo de AML12.

En las siguientes tablas se puede observar en qué linea celular aparece un
mayor porcentaje de células viables, apoptéticas y necroéticas y el tipo de muerte

celular predomoniante.

Tabla 48. Comparacién entre ambas lineas del estado celular tras la inoculacion de

CEso
CEsp Viables Apoptéticas Necroéticas
Cadmio VERO>AML12 AML12>VERO AML12>VERO
Plomo VERO>AML12 VERO>AML12 AML12>VERO
Cromo VERO>AML12 AML12>VERO AML12>VERO
Selenio VERO>AML12 AML12>VERO AML12>VERO

Cadmio

Tabla 49. Tipo de muerte predominante seglin concentracion.

Tipo de muerte celular linea celular VERO

APOPTOSIS>NECROSIS APOPTOSIS=NECROSIS

APOPTOSIS=NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS

Plomo

APOPTOSIS>NECROSIS APOPTOSIS=NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS

Cromo

APOPTOSIS>NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS

APOPTOSIS=NECROSIS

Selenio

Cadmio

APOPTOSIS>NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS

NECROSIS>APOPTOSIS | NECROSIS>APOPTOSIS

Tipo de muerte celular linea celular AML12

NECROSIS>APOPTOSIS

APOPTOSIS>NECROSIS

APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS

Plomo

APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS | NECROSIS>APOPTOSIS | APOPTOSIS>NECROSIS

Cromo

APOPTOSIS=NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS

Selenio

APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS | APOPTOSIS>NECROSIS
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IV.8. ESTUDIO MORFOLOGICO

IV.8.1. LINEA CELULAR VERO
IV.8.1.1. Microscopia optica

o Cultivo control. La linea celular VERO con el microscopio de contraste de fases
presenta morfologia fibroblastica en su mayoria, de apariencia alargada con
prolongaciones citoplasmaticas. Algunas células adquieren una morfologia
redondeada. Tras 1 o 2 horas después de la siembra, muchas células presentan ya
adherencias a la superficie de cultivo iniciando su crecimiento en monocapa. Las
células se expanden contactando entre ellas. En estado de confluencia, no se aprecia
de forma tan clara la morfologia tipica alargada, si ho que van adquiriendo un aspecto
mas acortado. La mayoria de ellas presentan un citoplasma claro con aspecto granular
que puede coincidir principalmente con mitocondrias u otros organulos
citoplasméticos. Se puede apreciar un nacleo mas claro (eucromatina) bien definido
que en ocasiones ocupa todo el eje menor de la célula, de forma alargada o
redondeada. Dicho nlcleo presenta en una tonalidad mas oscura 1 o varios nucléolos
muy desarrollados, lo que indica que se trata de células funcionalmente muy activas.
Estas observaciones estdn en concordancia con los obtenidos por Romero et al.
(2004a y b), los cuales describen dicha linea celular como células de morfologia
variable, fibroblastica y epitelial, con un contorno celular bien definido y con un nimero
de microvellosidades variable, pero normalmente escaso. En lo referente a los
organulos, describen la presencia de mitocondrias esféricas o alargadas, ribosomas
libres 0 adosados al RER, cuerpos de inclusién autofagicos y vacuolas. En cuanto al
nucleo, lo evidencian con forma alargada y nucléolo irregular. La heterocromatina se

encuentra formando grumos y gran cantidad de eucromatina.
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Figura 68. Control linea celular VERO (20X+1.5)

= Células sometidas a diferentes concentraciones de cadmio. Cuando las células
son sometidas a la concentracion media encontrada en pollo (2,7 uM), no se observan
diferencias significativas con respecto al control. Aparecen algunas células que
presentan una pequefia reduccion del volumen nuclear por condensacién de la
cromatina y un citoplasma de mayor densidad, debido a la coagulacién de las
proteinas citoplasméticas. Las células expuestas a la concentraciéon media de cadmio
encontrada en individuos juveniles (0,012 mM) pierden su morfologia tipica mostrando
un aspecto mas redondeado y homogéneo. Lyons-Alcantara et al. (1998), también
observaron la distorsion de las conexiones celulares, que puede identificarse como
una separacion entre células debida a cambios morfolégicos. Aunque el cadmio es
estabilizante de membrana, la altera en gran medida, incrementando la glucolisis e
inhibiendo la respiracion y la sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Repetto, 1995).
Disminuye el numero de células adheridas al frasco de cultivo apareciendo grandes
espacios vacios que contienen material celular. Hamada et al. (1994), sefialan que el
cadmio afecta rapidamente al nucleo y al metabolismo citoplasmatico. En nuestro
estudio, muchas células aparecen con el citoplasma vacuolizado, proceso previo a la
obtencién de células totalmente degeneradas o restos celulares. Algunas células para
intentar recuperarse se dividen, apreciandose determinadas células en fase de
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anafase o telofase. Tanto las células sometidas a la CEs, (0,0457 mM) como a la
concentracion media encontrada en ejemplares adultos (1,37 mM), muestran grandes
espacios vacios ocupados Unicamente por medio de cultivo o restos celulares
similares a los apreciados por Lyons-Alcantara et al. (1998). La mayoria de las células
se encuentran flotando en el medio (forma redondeada), con un grado mayor de
vacuolizacion que las células sometidas a concentraciones inferiores. Matsuura et al.
(1991), a dosis elevadas observaron una condensacion de la cromatina y
degeneracién vacuolar y Song y Koh (2012) constataron que el cadmio provocaba un
aumento del dafio celular y del numero de células muertas (flotan en el medio de
cultivo al perder su capacidad de adhesién), lesiones que aparecen en nuestras
muestras en las células tratadas con las dosis de cadmio méas elevadas. Un estudio
reciente realizado por Odewumi et al. (2015), muestran también como las células de

pulmén humanas (A549) retraen sus extensiones y adquieren forma redondeada.

Figura 69. Células sometidas a concentracion media de cadmio de individuos
juveniles. A. Células en division (anafase). B. Células con citoplasma condensado. C.
Células degeneradas.

= Células sometidas a diferentes concentraciones de plomo. En cultivos de

células con la concentracion media de pollo (0,45 uM) e individuos adultos (0,724 uM),
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la mayoria de las células muestran una morfologia similar a la muestra control, pero se
pueden apreciar algunas de ellas en diferentes etapas iniciales de degeneracion;
células donde aparecen cromosomas condensados en la fase inicial de mitosis,
células con un condensacioén citoplasmatica y vacuolizacién y células que han perdido
su morfologia, con citoplasma muy vacuolizados y sin estructura definida por rotura de
la membrana plasmatica. Este hecho se debe a que las concentraciones halladas para
estos individuos son considerablemente inferiores a la CEsp (1,9 mM). Las células
sometidas a la CEso muestran la morfologia alargada tipica de dicha linea celular, con
nucleos bien definidos y nucléolos muy densos, pero también aparecen mayores
espacios vacios entre ellas, por lo que la densidad celular disminuye apreciandose

células muertas flotando en el medio de cultivo.

Figura 70. Células sometidas a concentracion media de pollo de plomo. A.

Condensacion y vacuolizacién citoplasmatica. B. Célula en mitosis. C. Pérdida de

limites celulares. D. Restos celulares.

- Células sometidas a diferentes concentraciones de cromo. Las células tratadas
con las diferentes concentraciones de cromo muestran una disminucién de la densidad
celular, es decir, menor numero de células adheridas al sustrato y células flotando en
el medio de aspecto redondeado (muertas). Las células que aun estan adheridas al
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sustrato muestran una mayor condensacion citoplasmética y nuclear y también pueden
apreciarse restos celulares flotando en el medio de cultivo. Estos resultados se deben
a que dichas concentraciones (0,005 mM y 0,0075 mM para adultos y pollos,
respectivamente) son similares a la CEsy (0,0067 mM) e incluso superiores (0,1 mM en

individuos juveniles) provocando graves lesiones o la muerte celular.

Figura 71. Células sometidas a la concentracion media de cromo de pollos. A. Célula

con citoplasma condensado y vacuolizado. B. Restos celulares.

o Células sometidas a diferentes concentraciones de selenio. Casi la totalidad de
las células en las concentraciones encontradas en individuos adultos, juveniles y
pollos, han perdido su capacidad de adhesién al sustrato encontrandose flotando en el
medio de cultivo con una morfologia alargada o en forma de restos celulares. Las
células presentan degeneracion hidrépica, apareciendo vacuolizaciones perinucleares,
nucleos bien definidos y nucléolos muy electrodensos. Conforme aumenta la
concentracion, encontramos un aumento de la vacuolizacibn y un mayor proceso

degenerativo.
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Figura 72. Células sometidas a concentracion media de selenio en pollos

IV.8.1.2. Microscopia electrénica

o Cultivo control. Bajo el microscopio electrénico las células se presentan con
contornos celulares bien definidos y una cantidad de prolongaciones citoplasmaticas
variable, pero generalmente escasas. Muestran un citoplasma abundante con
organulos bien visibles. Las mitocondrias son esféricas o alargadas con membranas
nitidas, pocas crestas transversales y distribuidas por toda la célula. Los ribosomas
aparecen libres en el hialoplasma, en forma de polirribosomas o asociados al reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). También pueden apreciarse lisosomas primarios y
secundarios y en algunas de ellas los centriolos. Presentan un nucleo de aspecto
irregular con una gran cantidad de eucromatina y heterocromatina en forma de
grumos. Tienen uno o dos nucléolos electrodensos adheridos a la envoltura nuclear.
En alguna de estas células pueden apreciarse laminillas anulares (se considera que se
originan como precursores de la cubierta nuclear en las células que estan

preparandose para la division).
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Figura 73. Control de linea celular VERO (5800X-9700X)

o Células sometidas a CEsy y concentracion media de individuos adultos para el
cadmio. En las células con CEs, (0,0457 mM) aparecen en las primeras etapas de
degeneracion celular con mitocondrias condensadas, gran cantidad de ribosomas y
polirribosomas, desorganizacion del reticulo endoplasmatico y amplios nucléolos
adheridos a la envoltura nuclear con grumos de heterocromatina asociada también a la
envoltura nuclear. Como se ha indicado anteriormente, las mitocondrias son uno de los
organulos més afectados a nivel estructural por metales pesados en células epiteliales
del tabulo proximal renal (Peraza et al., 2003; Thévenod, 2003). Mahaffey et al.
(1981) y Rehm y Walkes (1990) constatan el hinchazon mitocondrial producido por el
cadmio. Matsuura et al. (1991), detectaron mitocondrias en forma de anillo y Romero
et al. (2003), detectaron la presencia de mitocondrias condensadas y deformadas en
células BGM tras una exposicion 0,062 mM. En nuestro estudio, se hace patente la
condensacion, deformidad y posterior degeneracion a nivel mitocondrial con los
distintos compuestos téxicos. Ord et al. (1988), también sefialan la alteracion del RE,
aparato de Golgi y ribosomas.

234



RESULTADOS Y DISCUSION

Las células con concentraciones medias de adultos (1,37 mM), aparecen
fuertemente necrosadas y degeneradas con rotura de la membrana plasmatica por
gran vacuolizacion y ausencia de organulos citoplasmaticos, pero con presencia de
granulos de B-glucogeno. El nucleo reduce su tamafio por condensacion de la
cromatina que aparece en forma de eucromatina y heterocromatina en grumos y

formando una banda de heterocromatina periférica.

En lo referente al nucleo celular, al igual que en nuestras muestras, diversos
autores constatan distintas alteraciones (Ord et al., 1988; Rehm y Waalkes, 1990).
Hazen-Martin (1989) y Matsuura et al. (1991), constatan la condensacion de la
cromatina y segregacion nucleolar y Lyons-Alcantara et al. (1998), constatan la
presencia de nucleos irregulares, cambio morfoldégico que observamos cuando

sometemos la linea celular VERO a la concentracion media de individuos adultos.

En varios estudios suele aparecer un aumento en el nimero de vacuolas
citoplasméticas en células renales tratadas con metales (lineas celulares LLC-PK1 y
MDCK; Zimmerhackl et al., 1998). En nuestro estudio, ese nivel de vacuolizacién se ve
aumentado de forma dependiente de la concentracion de los diferentes productos
téxicos. Matsuura et al., (1991) constatan la aparicion de vesiculas y la degeneracién
vacuolar, mientras que Romero et al. (2003), detectan un aumento de la vacuolizacion.
Con concentraciones elevadas, como en nuestro caso la hallada en individuos adultos
(1.37 mM), Lyons-Alcantara et al. (1998), evidencian caracteristicas propias de células
necrosadas. Matsuura et al. (1991), muestran que los cambios finales producidos a
nivel celular por el cadmio son la degeneracion celular y la necrosis. De igual forma,
Condron et al. (1994), detectan nuacleos distorsionados y células necréticas. La

degeneracion celular finaliza con la desintegracion celular (Rehm y Waalkes, 1990).

Ord et al. (1988), indican que generalmente, el dafio de la membrana celular
es la primera muestra de la accion adversa del cadmio, mientras que en nuestro
estudio los primeros cambios se aprecian a nivel citoplasmatico. Sin embargo, al igual
que denotan ellos, en general, el punto de inflexion en el que el cadmio se convirtié en
letal, se caracterizd por una cascada de eventos que incluye el dafio de componentes

tanto citoplasméticos como nucleares.

A diferencia de otros autores (Mahaffey et al., 1981 y Romero et al., 2003) en

nuestro estudio no hemos detectados cuerpos de inclusion intranucleares en células
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tratadas por cadmio, aunque si los presenciamos en células tratadas con plomo y
cromo. Este hecho puede deberse a que la formacion de cuerpos de inclusion se
considera un mecanismo de defensa inicial y nuestras células se encuentran en un
estado de degeneracion superior. Las células tubulares tienen una cierta capacidad de
produccion de metalotioneina, que contrarresta los efectos toxicos del cadmio libre al
originarse un complejo cadmio-metalotioneina. Si la capacidad de produccién de la
proteina se sobrepasa por una elevada cantidad de cadmio, puede ocurrir un dafio de
las células tubulares proximales iniciandose los efectos toxicos (Elinder y Nordberg,
1982 y Repetto, 1995).

Con respecto a las microvellosidades también existen diferentes estudios que
muestran una disminucibn en su nudmero tras la exposicion a diferentes
concentraciones de cadmio (Hazen-Martin et al., 1989; Condron et al., 1994 y Romero
et al.,, 2003). En nuestro estudio, se produce la ausencia de prolongaciones
citoplasmaticas en células tratadas con la concentracién media hallada en individuos
adultos (1.37 mM).

Figura 74. Célula sometida a concentracion media de cadmio de individuos adultos
(3900X).
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m Células sometidas a CEsgy, concentracibn media y maxima encontrada en
individuos adultos para el plomo. Todas las células presentan un comienzo de
degeneracién celular activandose el aparato lisosémico que hace que aumenten en
namero los ribosomas y el RER, ademés del numero de prolongaciones
citoplasméticas. En el hialoplasma pueden observarse estructuras reticulares,
mitocondrias electrodensas y de morfologia diferente al control, aumento del numero
de lisosomas secundarios de contenido heterogéneo con granulos de plomo que

pueden acumularse en las células, citosomas y telolisosomas.

Tang et al. (1996), estudian las alteraciones morfoldégicas que produce el
acetato de plomo sobre cultivos primarios de astrocitos y células de Schwann,
mostrando rasgos similares a los detallados en el parrafo anterior para nuestro
estudio. En los astrocitos a concentraciones de 10 pg/ml observaron un aumento de la
densidad lisosomal, inclusiones nucleares y dilatacion de RE y con 100 ug/ml ademas
de los anteriores efectos, observan hinchazon mitocondrial, aumento del nimero de
cuerpos mieloides en el citoplasma y el nimero de vacuolas junto a la membrana
citoplasmética. De forma similar a nuestro trabajo las lesiones empeoran de forma
dependiente a la concentracion del metal. En las células Schwann, con una
concentracion de 1 ug/ml observaron hinchazén mitocondrial y del RE, vacuolizacion y
numerosos cuerpos mieloides en el citoplasma celular. En general, tanto en nuestro
estudio como en el realizado por Tang et al. (1996), se aprecia que las principales
lesiones encontradas estan relacionadas con la aparicién de lisosomas secundarios,

condensacién mitocondrial y vacuolizacién.

Existen numerosos estudios que muestran la acumulacion de diferentes
metales como el plomo y el cadmio en el nucleo celular (Cherian y Nordberg, 1983).
El rasgo mas llamativo encontrado en diversos estudios, entre los que se encuentra el
nuestro, es la apariciéon de cuerpos de inclusién de plomo en el interior de lisosomas o
cuerpos de inclusion de plomo (LIB) libres en el citoplasma y en el nacleo (Tang et al.,
1996; Blankenship et al., 1997; Sing et al., 1999; Romero et al., 2004a y Holmes et al.,
2005).

Concretamente de manera intranuclear, al igual que Romero et al. (2004a), las
inclusiones encontradas son esporadicas. La migracion de estos cuerpos de inclusién
hacia el nlcleo ya ha sido descrita por varios autores (McLauglin et al., 1980; Kendall
et al., 1981; Bonucci et al., 1983; Kendall, Scanlon y Veit, 1983; Vicente-Ortega et al.,
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1996). Los cuerpos de inclusion de vez en cuando son apreciados en nuestro estudio
en los nucleos en forma de grumos electrodensos, de manera similar a la forma
descrita por otros autores (Vicente-Ortega et al., 1996 y Romero et al., 2004a). Esta
formacion de inclusiones intranucleares de proteinas y plomo en forma no difusible,
aparecen en las células renales antes que ninguna afectacion funcional como

mecanismo defensivo (Repetto, 1995).

No esta claro el tiempo necesario de exposicion para que se produzca la
aparicion de dichos cuerpos de inclusibn de plomo en el nacleo celular. Algunos
autores defienden la hipotesis de que tras 24 horas de exposicidn son suficientes para
poder ser observados (Choie y Richter, 1972). Sin embargo, otros autores afirman que
€S necesaria una exposicion crénica para su observacién (Horn, 1970). En nuestro
estudio, el plomo estaba presente en el medio de cultivo en el que las células viven,
pero a diferentes concentraciones. En las células sometidas a menores
concentraciones de plomo tanto para la linea celular VERO como AML12, no se
observaban inclusiones nucleares de forma tan frecuente como cuando se trataban las
células con CEso. Esto podria sugerir que la aparicibn de este componente en el
nucleo puede estar relacionada no solo con el tiempo de exposicién, sino también con

las concentraciones.
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P

Figura 75. Células sometidas a concentracion maxima de plomo encontrada en

individuos adultos (5800X). A. Mitocondria. B. Lisosoma secundario

= Células sometidas a CEso y media de individuos adultos para el cromo. Ambas
concentraciones (0,0067 y 0,005 mM, respectivamente) provocan vacuolizacion
citoplasmaética, hipertrofia mitocondrial (pleomorfismo) que afecta al sistema oxidativo
de la célula (algunas mitocondrias con una concentracion enzimatica en la camara
interna y otras altamente degeneradas) y cuerpos de inclusion de cromo
citoplasméticos. Como se menciona en el apartado anterior, existen diversos estudios
donde las células tratadas con diversos compuestos de cromo muestran un aumento
de la vacuolizacion (Blankenship et al., 1997) y de cuerpos de vacuolas autofagicas
con granulos electrodensos (Sing et al., 1999 y Holmes et al., 2005). En algunas
células pueden apreciarse laminillas anulares, dentro del nucleo y los poros nucleares.
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Figura 76. Células sometidas a la concentracion media de individuos adultos en cromo

(9700X). Pueden observarse diferentes grados de degeneracion en las mitocondrias.

= Células sometidas a CEs,, media de individuos adultos para el selenio y mitad
de CEso. Cuando sometemos las células a la mitad de la CEs (2,7 uM) las células
presentan una etapa inicial de degeneracion con pleomorfismo mitocondrial, gran
cantidad de ribosomas y RER y citoplasma ligeramente vacuolizado. Sin embargo, las
células sometidas a la CEsy tienen mayor cantidad de vacuolas en su citoplasma,
picnosis nuclear y lisosomas secundarios. Las células sometidas a la concentracion
media de adultos, presentan un estado muy avanzado de degeneracion celular con
fuerte vacuolizacion del citoplasma por rotura de la membrana plasmatica y ausencia
de organulos, hipercromatosis (picnosis nuclear) donde se aprecia el espacio
perinuclear aumentado.

Nagy et al. (2015), realizaron un estudio utilizando diferentes compuestos de
selenio sobre queratinocitos de humanos (HaCaT). Cuando las células fueron tratadas
con 1ppm de nanoselenio se observa un proceso de inhibicion celular. Dicho proceso
de inhibicion celular se aprecia en nuestro estudio tanto por microscopia optica como

electronica cuando las células son tratadas con selenio. Después de 60 minutos de
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exposicion aparecia un alargamiento celular, hecho que relacionan con muerte celular
producida por apoptosis. El alargamiento celular también es observado en nuestro
estudio en ambas lineas celulares antes de producirse la completa degeneracion
celular, que Nagy et al. (2015), comienzan a observar a partir de 10 horas con una
concentracion de 5 ppm. Como puede atestiguarse en ambos estudios, la
desintegracion completa de la morfologia celular se produce con el aumento de la

concentracion y el tiempo de exposicion.

2

Figura 77. Célula VERO sometida a la CEs, de selenio (5800X)

IV.8.2. LINEA CELULAR AML12

IV.8.2.1. Microscopia 6ptica

o Cultivo control. La linea celular AML12 con el microscopio de contraste de
fases presenta morfologia epitelial, de apariencia poliédrica con mayor nimero de
prolongaciones citoplasmaticas que la linea anterior. El primer dia de la siembra ya
pueden observarse células adheridas al sustrato, pero presentan un DT superior a la
linea celular VERO. Las células se expanden contactando entre ellas y quedando muy
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préximas entre si. En estado de confluencia las células ocupan toda la superficie de
cultivo de forma masiva sin apreciarse con claridad los limites celulares. La mayoria de
ellas presentan un citoplasma claro con gran cantidad de orgénulos celulares. El
nucleo, mayormente eucromatico, ocupa la mayor parte de la célula, con uno o dos
nucléolos de gran tamafio que indica, de la misma forma que en la linea celular VERO,

gue son células funcionalmente muy activas.

Figura 78. Control linea celular AML12 (20X+1.5)

= Células sometidas a diferentes concentraciones de cadmio. Las células pierden
la cohesion entre ellas (rotura de desmosomas) y se observa una mayor separacion
entre estas con respecto a la muestra control. Aumenta el numero de vacuolas
citoplasmaticas por pérdida de la permeabilidad de la membrana y aumenta la
condensacion del nucleo mostrandose con menor tamafio y mas electrodensos.
Hamada et al. (1994), constataban que el cadmio puede llegar rapidamente al nicleo
en cultivos primarios de células del tubo proximal de perro, de esta forma puede
producirse la condensacion del nlcleo que se aprecia en nuestras muestras. En las
células sometidas a una mayor concentracion (0,12 y 0,0613 mM para adultos y CEsy,
respectivamente) aparecen mayor nimero de células degeneradas o bien flotando en
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el medio (restos celulares). Como hemos comentado anteriormente, Lyons-Alcantara
et al. (1998), sefalaron que el cadmio en células epidérmicas cultivadas de explantes
de piel de la trucha arco iris, produce conexiones distorsionadas entre células,
compatibles con la separacion celular encontrada en nuestras células con respecto al

control.

Figura 79. Células sometidas a concentracion media de cadmio en pollos (20X+1.5)

- Células sometidas a diferentes concentraciones de plomo. De la misma forma
gue para el cadmio, las diferentes concentraciones de plomo ocasionan vacualizacion
citoplasmatica, condensacion citoplasmatica y algunas células degeneradas o restos
celulares flotando en el medio de cultivo sumado al aumento de la separacion entre
células. Carranza-Rosales et al. (2005), encuentran cambios similares cuando
exponen ceélulas de rifion de zarigleya (CRL-1840) a bajas dosis de cloruro de
mercurio; las células pierden su morfologia tipica al adquirir una morfologia
redondeada y se produce el desprendimiento celular de la superficie del frasco de
cultivo (células muertas o altamente degeneradas). La membrana celular y las
enzimas son los lugares diana mas importantes para los metales; en la primera se fijan
sobre la superficie externa por ligandos esenciales, y afectan tanto los fenémenos de

permeabilidad, como el normal funcionamiento de las enzimas implicadas en el
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transporte activo. Estos trastornos estructurales, aunque sean minimos, repercuten en
la funcién celular (Repetto, 1995). Los metales pueden modificar la composicion de las
membranas reaccionando con sus constituyentes o intercambiarse con elementos que
cumplen misiones fisiolégicas (por ejemplo, plomo por calcio), de todo lo cual se

derivan alteraciones de la funcién, e incluso muerte celular.

Figura 80. Células sometidas a la concentracion de plomo en pollos (20X+1.5). Se
pueden apreciar diferentes grados de vacuolizacion citoplasmética y degeneracion

celular.

o Células sometidas a diferentes concentraciones de cromo. Las células tratadas
con la menor concentracion (CEsg) presentan un aspecto similar a las células control,
pero se pueden observar los contornos celulares (por disminucion del tamafio de la
célula) y mayor vacuolizacién del citoplasma. Para la concentracién de adultos se
aprecia una mayor condensacion del citoplasma y mayores espacios intercelulares. En
las células tratadas con las concentraciones mas altas de cromo (9,5 y 8,2 uM para
pollo y juvenil, respectivamente), la separacion entre las células aumenta apareciendo
grandes espacios vacios donde se aprecian prolongaciones citoplasmaticas o restos

celulares flotando en el medio. Dichas prolongaciones citoplasmaticas también son
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identificadas por Romero et al. (2004b), en células BGM tratadas con cloruro de
mercurio (0,045 mM). En nuestro estudio, se aprecian células con el contenido celular
condensado y algunas células en diferentes fases de degeneracion de mayor tamafio,

debido a la pérdida de selectividad de la membrana plasmatica.

Figura 81. Células sometidas a la concentracion media de cromo de individuos
juveniles (20X+1.5). Pueden observarse los grandes espacios vacios con
prolongaciones citoplasmaticas y la condensacion celular con pérdida de morfologia

tipica epitelial.

o Células sometidas a diferentes concentraciones de selenio. Las células
presentan las lesiones vistas con anterioridad con el resto de elementos inorganicos
ensayados: condensacion del citoplasma, ndcleos electrodensos por condensacion de
la cromatina, fuerte vacuolizacién, disolucion del material nuclear por pérdida de
selectividad, falta de cohesion celular, grandes espacios vacios entre las células y

células con diferentes grados de degeneracion.
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Figura 82. Células sometidas a la concentracién media de selenio de individuos

adultos (20X+1.5).A. Condensacion nuclear. B. Célula muerta

IV.8.2.2. Microscopia electrénica

= Cultivo control. Con el microscopio electronico las células AML12 se presentan
con contornos celulares bien definidos y una cantidad de prolongaciones
citoplasméticas variable mayor que en las células VERO. Muestran un citoplasma
abundante con orgénulos bien visibles. Las mitocondrias, distribuidas por toda la
célula, son esféricas o alargadas con membranas menos nitidas que en la anterior
linea celular, donde no se observan las crestas mitocondriales y aparecen con una
tonalidad mas clara. Los ribosomas aparecen libres en el hialoplasma, en forma de
polirribosomas o asociados al reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Estas células de
origen hepatico presentan un REL mas desarrollado y mayor cantidad de lisosomas
gue la linea celular VERO. También pueden observarse en algunas de ellas el aparato
de Golgi y los centriolos. Presenta un nucleo de aspecto irregular predominantemente
eucromatico con una banda periférica de heterocromatina. Por lo general tienen uno o

dos nucléolos electrodensos.
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Figura 83. Célula muestra control AML12 (13500X)

o Células sometidas a CEsy y concentracion media de individuos adultos para el
cadmio. Las células tratadas con ambas concentraciones aparecen necrosadas y con
diferentes grados de degeneracion, que se acentla en las células tratadas con la
concentracion media hallada en individuos adultos. En las células tratadas con CEsg
(0,0613 mM) se pueden observar diferentes grados de vacuolizacion celular,
fagolisosomas y mitocondrias tumefactas (mayor volumen). En las células tratadas con
la concentracion media encontrada en individuos adultos, se aprecia una fuerte
vacuolizacion por pérdida de la selectividad de la membrana y consecuentemente un
aumento del contenido liquido y menor condensacion del citoplasma, mitocondrias
desnaturalizadas con crestas dilatadas (electrodensas), lisosomas secundarios y un
aumento del espacio perinuclear junto con grumos de heterocromatina dispersos en el
nucleo. Dichos cambios a nivel mitocondrial, sistema membranoso y nuclear quedan
también patentes en diferentes estudios previos. Asi, Bucio et al. (1995), constatan
gue el cadmio provoca la disminucién de mitocondrias o cambios en su morfologia,
RER desorganizado, aumento de cuerpos residuales electrodensos y vacuolizaciéon y
desorganizacién de la cromatina, en células de origen hepatico (WRL-68).
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Figura 84. A Células sometidas a concentracion. A. Célula sometida a concentracion
media de cadmio de individuos adultos (5800X-13500X). B. Célula sometida a la CEsg
de cadmio (2400X-9700X).

o Células sometidas a CEsp, concentracibn media y maxima encontrada en
individuos adultos para el plomo. En las células tratadas con la concentracién mas alta
(21,9058 mM, CEsg) se observan cuerpos residuales de plomo en el citoplasma y de
forma esporadica en el nucleo, mitocondrias tumefactas y el nucleo en fase inicial de
picnosis (inicio de condensacién de la cromatina nuclear) y una vacuolizacion
citoplasmética similar a la encontrada en células tratadas con CEsy, de cadmio.
Numerosos estudios, tanto in vivo como in vitro, muestran que el plomo es un metal
capaz de producir alteraciones a nivel mitocondrial, en diferentes tipos de células,
entre ellas hepéticas (Wielgus-Serafieska et al.,, 1980; Mahaffey et al., 1981;
Laszczyca, 1989; Goyer, 2001). Las lesiones encontradas en concentraciones
inferiores de plomo son similares a las comentadas anteriormente, pero con un grado
de degeneracién y vacuolizacion inferior. Tienen nacleos de morfologia irregular con
hipercromatosis.

Como se ha descrito anteriormente, uno de los principales cambios que se
puede observar tras el tratamiento con plomo es la aparicion de cuerpos libres o en el
interior de lisosomas de restos de plomo que aparecen en lineas celulares de diferente
origen (Tang et al., 1996 y Sigh et al., 1999). Qu et al., (2002) estudiaron el efecto del
plomo en fibroblastos de raton MT (no presentaban metalotioneinas) y ratones
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salvajes WT. Sus resultados muestran que los ratones sin metalotioneina eran mas
sensibles al plomo y no mostraban cuerpos de inclusiéon de plomo a diferencia de los
ratones WT. Por lo que la formacion de cuerpos de inclusion de plomo podria estar
relacionada con el papel detoxicador de las metalotioneinas sobre el plomo. Este
papel ejercido por las proteinas ha sido también descrito para otros metales como el
cadmio y el cromo. En el higado, el cadmio induce la sintesis de metalotioneinas
formandose un complejo cadmio-metalotioneina que se considera menos téxico que el
cadmio no enlazado, pudiendo la proteina actuar como agente detoxicante (Repetto,
1995).

Figura 85. Células sometidas a concentracion media de plomo encontrada en
individuos adultos (5800X-13500X). A. Inclusién lipidica. B. Lisosomas secundarios. C.

Citoplasma muy vacuolizado.

= Células sometidas a CEs, y media de individuos adultos para el cromo. En
ambas concentraciones (3,6 y 6 uM, respectivamente) se observan mitocondrias
dilatadas (mayor tamafio), restos de productos metabdlicos (grandes espacios
circulares), aumento del nimero de prolongaciones citoplasmaticas, telolisosomas,
vacuolas citoplasmaticas y granulos de cromo electrodensos libres en el citoplasma y
esporadicamente en el nicleo o en cuerpos de inclusidn autofagicos.
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La presencia de los lisosomas o vacuolas con un contenido electrodenso y
microgranulos libres en el hiaploplasma, tanto en la linea celular VERO como en
AML12 para el plomo y el cromo, sugiere que el metal podria ser inicialmente
encapsulado como parte del mecanismo de defensa celular. La presencia de estos
microgranulos distribuidos por el hialoplasma podria sugerir la posterior alteracion del
sistema lisosomal. Este hecho estaria en concordancia con los datos obtenidos por
otros autores, que citan que algunos metales, como el mercurio, que se acumula en
los lisosomas son capaces de modificar las membranas de los orgéanulos
citoplasmaticos, tales como lisosomas, mitocondrias y peroxisomas (Lauwerys y
Buchet, 1972; Roels, Buchet y Lauwerys, 1974; Marigbmez, Soto y Kortabitarte, 1996)
alterando el sistema fagolisosémico que forma parte del mecanismo de defensa de la
célula (Romero et al., 2004b).

Figura 86. Células sometidas a CEsy de cromo (8000X)

= Células sometidas a CEs,, media de individuos adultos para el selenio y mitad
de CEsp. Las células sometidas a la mitad de la CEs, (0,0136 mM) muestran un
aumento en el nimero de vacuolas citoplasmaticas, ribosomas y una mayor cantidad
de prolongaciones citoplasmaticas. Las células tratadas con CEs, (0,0272 mM) vy
concentracion media encontrada en individuos adultos (0,13 mM) son células con un
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alto grado de degeneracion. Dichas células estan muy vacuolizadas por la entrada y
aumento del contenido liquido presente en el citoplasma, han perdido los organulos y
solo aparecen restos celulares. El nlacleo se encuentra en una fase avanzada de
hipercromatosis (picnosis) con gran cantidad de grumos de heterocromatina
distribuidos por todo el nudcleo y adosados a la envoltura nuclear. El espacio
perinuclear se encuentra aumentado por la pérdida de selectividad de membrana que
permite la entrada de contenido liquido. La célula ha perdido su morfologia tipica
epitelial y ha adoptado una forma mas alargada.

Como en el caso de otros autores, uno de los principales rasgos que aparecen
como resultado del tratamiento de las células con metales, es el aumento de la
vacuolizacion (Ware, Burkholder y Chang, 1975 y Bracken, Sharma y Bourcier, 1984).
Dichos autores sefialan un alto grado de tumefaccion en diferentes lineas celulares
tratadas con distintos compuestos toxicos. Determinados estudios han sefialado que
este choque hidrico provocado por la pérdida de la permeabilidad selectiva de la
membrana, es la causa de la pérdida de viabilidad celular, en lugar de la interaccién
directa del compuesto téxico sobre los componentes celulares (Bracken et al., 1984;

Bracken y Sharma, 1985; Miura y Imura, 1987).
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Figura 87. Célula sometida a CEsg, de selenio (3400X-13500X)

En sintesis, podemos indicar que la localizacion de los distintos productos
inorganicos comienza con su depdsito en el hialoplasma celular, posteriormente se
acumulan en los lisosomas y el sistema endomembranoso actia para eliminar por
autofagolisis aquellos organulos que contengan el compuesto inorgénico (Goyer,
1983). Posteriormente, cuando el sistema lisosomal falla, comienzan una serie de
reacciones en cadena que conllevan a la hipertrofia mitocondrial, formacion de
telolisosomas, picnosis nuclear, destruccion de organulos y aumento de la
vacuolizacion por pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana, que finaliza
con la degeneracién celular y necrosis. En nuestro estudio podemos observar
diferentes grados de alteracion y degeneracion celular. Los rasgos mas caracteristicos
en ambas lineas celulares son la formacion de cuerpos de inclusién en el caso del
plomo y el cromo y la fuerte vacuolizacién, condensacion mitocondrial y células con un

alto grado de degeneracion cuando son tratadas con cadmio y selenio.
En lo relativo al cadmio encontramos un alto nimero de células en estado de

degeneracién o necrosadas para ambas concentraciones. Esto concuerda con los
datos obtenidos por espectrofotometria que indican que la dosis hallada en individuos
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adultos es muy superior a la CEs, siendo mucho mas acusada para el caso de las
células renales. En este caso la no presencia de células observables en un estado de
apoptosis temprana concuerda con los datos obtenidos por citometria de flujo. En
ambas lineas celulares el tercer cuadrante (apoptosis tardia, es decir, la célula pasa
de un estado de apoptosis a necrosis) o cuarto cuadrante (células que mueren
directamente por necrosis) es muy superior a las células que encontradas en el
segundo cuadrante (células en apoptosis temprana). Este hecho puede deberse a las
altas concentraciones de cadmio halladas en los individuos adultos. Para poder
observar un proceso de muerte por apoptosis producido por cadmio en dichas lineas
celulares, habria que delimitar concentraciones mas bajas (la concentracién de
juveniles) o bien tiempos de exposicidbn mas cortos. Esta referenciado que algunos
autores encuentran diferencias con respecto al tipo de mecanismo de muerte celular

por cadmio, en funcion de la concentracién utilizada (El-Azzouzi et al., 1994).

En lo referente al plomo, encontramos una baja frecuencia de células muertas
en VERO y superior en células AML12, lo cual concuerda con el andlisis citotdxico que
muestra una CEsy muy superior al resto de compuestos en ambas lineas celulares y
con los resultados obtenidos mediante el ensayo de anexina/IP, donde el porcentaje
de células muertas por necrosis tras someterse a las diferentes concentraciones, no
supera el 1,9% para VERO ni el 27,2% para AML12. Existen determinados autores
que han sefialado la baja toxicidad del plomo en el mantenimiento de la monocapa
(Kaji et al., 1995). El unico tipo de muerte celular observado como consecuencia de la
exposicion al plomo fue el de necrosis (escasa cantidad de células muertas tanto por
microscopia Optica como electronica). Existen escasas referencias que muestren que
el plomo provoque apoptosis como muerte celular (Romero et al., 2009) y las
existentes muestran este tipo de muerte tras la exposicién a concentraciones entre la
que en el presente estudio observamos en individuos adultos y la CEsq (Oberto et al.,
1996). El rasgo mas caracteristico observable han sido los depdsitos de plomo en el
citoplasma y de forma esporadica en el nucleo. Esto contrasta con otros estudios
donde los cuerpos de inclusién se encuentran principalmente en el nicleo (Mahaffey et
al., 1981; Boulahdour y Berry, 1996; Tang et al., 1996 y Singh et al., 1999). Esto puede
deberse a que estos Ultimos son principalmente estudios in vivo no in vitro, por lo que
existen diferencias con respecto a la via de entrada del metal, el tiempo de exposicion,

la dosis y la presencia o0 ausencia de sistema inmunoldgico.
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En lo relativo al cromo los efectos producidos son similares a los encontrados
para el plomo. La CEs, para VERO es ligeramente superior a la hallada en adultos y
en el caso de AML12, la concentracion de adultos es superior a la CEsg, mientas que
las halladas en juveniles y adultos son superiores en ambas lineas. Esto concuerda
con los datos obtenidos en microscopia Optica, donde las alteraciones tienen un mayor
grado en células tratadas con las concentraciones medias halladas para juveniles y
pollos. En lo referente a los hallazgos efectuados mediante el uso de microscopia
electrénica, la principal caracteristica es la degeneracion del sistema vacuolar. Estos
resultados concuerdan con los datos encontrados con respecto a citometria de flujo,
ya gue es bajo el porcentaje de células que muestren apoptosis 0 necrosis (9,1% para
CEs vy 5,5% en adultos con respecto a VERO y 1,2% para CEsy y 32% para adultos
con respecto a AML12). Las diferencias entre ambas lineas celulares (aunque no
observables por microscopia) pueden deberse a una mayor sensibilidad de las células
de origen hepético a los compuestos de cromo, pues presenta una CEs, inferior a la
hallada para la linea celular VERO. Si bien seria interesante llevar a cabo estudios
posteriores de microscopia electrdnica con las concentraciones medias de juveniles y

pollos donde cabria esperar un mayor grado de degeneracion.

En lo relativo al selenio, todas las concentraciones halladas superan la CEx.
Esto se evidencia con los datos obtenidos mediante microscopia Optica y electrénica,
donde las células presentan un alto grado de degeneracion o muerte encontrandose
despegadas de la superficie de cultivo y perdiendo su morfologia tipica adoptando una
forma alargada. Por citometria de flujo, el cuadrante tres muestra el mayor porcentaje
de células (32,2% para CEs, y 63,8% para adultos en VERO y 69,6% para CEsp ¥
89,6% para adultos en AML12), lo que concuerda con los datos obtenidos por
microscopia donde se aprecian células muy necrosadas. En ambas lineas celulares
los porcentajes aumentan con la concentracion media de individuos adultos, ya que
para ambas lineas superan la CEs,. Para poder observar rasgos caracteristicos de
apoptosis temprana, tendriamos que evaluar mediante microscopia electrénica

durante tiempos de exposicién mas cortos.
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IV.9. PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

En la siguiente tabla se pueden observar los resultados obtenidos tras el analisis
(programa estadistico Graph Pad Prism), de cuatro ensayos independientes realizados

para cada una de las condiciones.

Tabla 50. Unidades de intensidad de fluorescencia media obtenida para cada linea

celular (medias y error estandar)

Concentraciones VERO AML12

Control 2131+142 135,5+4
Cd CEso 1369+147 112,916
Cd Adultos 42,08+12 239,8+26
Cd Juveniles 1985+414 102,37
Cd Pollos 1926+138 111,749
Pb CEso 952,3188 88,4112
Pb Adultos 2001+363 107,6+11
Pb Pollos 1976+288 105,3+8
Cr CEso 903.5+140 135,5+1
Cr Adultos 1219+154 107,8+1
Cr Juveniles 94,75+19 133,8+4
Cr Pollos 731,8+121 143,319
Se CEsp 1225+195 120,3+7
Se Adultos 36,6319 95,443

Se Juveniles 3319 95,413

Se Pollos 39+9 95,38+5
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IV.9.1. LINEA CELULAR VERO

En lineas generales el elemento que produce un mayor efecto sobre la
produccion de ROS es el selenio, seguido del cromo, cadmio y plomo (Tabla 50 y Fig.
88). Todas las condiciones del selenio y el cromo tienen efectos significativos sobre la
fluorescencia, mientras que en el caso del cadmio y el plomo, unicamente para las

concentraciones mas elevadas hemos observado efectos significativos (Fig. 88).

En la figura 88 pueden observarse los resultados obtenidos mediante el analisis

estadistico, de los diferentes ensayos llevados a cabo con la linea celular VERO:

Vero Cd

Vero Pb

30001 2500

o [ —

1500+

2000

1000+ 1000+

Fluorescencia
Fluorescencia

5004

(=1

Vero Cr Vero Se
2500+ 2500+
2000 2000+
1500 1500

1000+ 1000+

Fluorescencia
Fluorescencia

5004 5004

Figura 88. Representacion grafica del estudio estadistico de la produccion de ROS
para la linea celular VERO (One-Way ANOVA,; *** p< 0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05y
ns p> 0.05)
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IV.9.1.1. Cadmio

Como se puede observar en la tabla 50, todas las concentraciones estudiadas
para el cadmio presentan una menor fluorescencia con respecto a la muestra control,
siendo muy acusada en el caso de la concentracion media hallada en individuos
adultos. Dicha concentracion presenta un grado de significancia del 99,9% con
respecto al control (Fig. 88). Estos resultados coinciden con el ensayo de citotoxicidad,
ya que dicha concentracién es la mas elevada (muy superior a la CEsg) y con los
resultados obtenidos mediante el ensayo IP/anexina, donde se aprecia un porcentaje
de células no viables del 98,6% (tabla 46 y Fig. 64). Se ha evidenciado que el estrés
oxidativo es un importante mediador en el proceso de apoptosis y que, dependiendo
de su gravedad, ROS puede conducir a la necrosis, la apoptosis, o0 ambos (Leonard et
al., 2004).

Estos resultados indican que las concentraciones halladas para cadmio
modifica la integridad del ADN celular no permitiendo a la célula producir ROS, y por lo

tanto disminuyendo la fluorescencia.

Pathak y Khandadelwal (2006) estudiaron la produccién de ROS vy la induccién
de apoptosis en linfocitos de ratén con diferentes concentraciones de cadmio (25 y 50
UM). Ellos observaron un aumento significativo de la produccién de ROS que se
mantiene hasta las 6 horas. Sin embargo, a partir de las 18 horas, igual que ocurre en
nuestro estudio, momento en el que la concentracién causa un dafio drastico sobre el

ADN, la fluorescencia medida por citometria de flujo (DCFH-DA) disminuyo.

Oh, Lee y Lim (2006) comprobaron la produccién de ROS en fibroblastos de
pulmén (WI 38) tras la exposicion a 40 uM de cadmio durante diferentes tiempos,
mostrando un aumento a partir de 6 horas de exposicion, una concentracion maxima a
las 24 horas y un descenso tras 36 horas. Descenso apreciable en nuestro estudio tras

24 horas de exposicion.

En otros estudios también se ha observado una ligera disminucion en la
produccion de ROS para el cadmio, como se produce en todas las concentraciones
excepto la de adultos (la més elevada). Curcic et al. (2014), comprobaron el efecto en
la produccion de ROS en una linea celular de carcinoma de colon humano (SW 480)
tras 72 horas de exposicién a cadmio, comprobando que la concentracion mas baja

(22,67 uM) mostraba niveles ligeramente inferiores al control. Para comprobar cuando
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aumenta la concentracion de ROS habria que emplear en futuros estudios tiempos de

exposicion inferiores.

IV.9.1.2. Plomo

Todas las concentraciones presentan valores de fluorescencia similares a la
muestra control, salvo en el caso de la CEsy (concentracibn mas elevada), que
muestra una disminucion significativa (p<0.05) (Fig. 88 y tabla 50). Los resultados
observados muestran que las concentraciones encontradas en individuos adultos y
pollos no producen un cambio en la producciéon de ROS. De igual forma, la CExq €s la
concentracion que muestra un mayor grado de apoptosis y muerte celular mediante el

ensayo IP/anexina (tabla 46 y Fig. 64).

Igual que en el caso del cadmio, existen estudios que muestran un aumento
significativo de la fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) después de
tratamientos con plomo. Li et al. (2016), comprobaron que en células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) una concentracion de 125 uM de acetato de
plomo, provocaba un aumento en la produccién de ROS de una forma dependiente
hasta las 8 horas y un descenso entre las 8 horas y las 24 horas. Ese mismo descenso
fue comprobado en otro estudio realizado por Su et al. (2016), con una concentracién
de 30 uM en células PC12. Anteriormente, Penugonda et al. (2006), demostraron
efectos similares en dicha linea celular con una concentracion de 100 uM. En todos los
estudios se comprueba lo evidenciado en nuestro trabajo, un considerable descenso

de la produccion de ROS tras 24 horas de exposicion.

IV.9.1.3. Cromo

Las concentraciones estudiadas muestran una disminucion de la fluorescencia
de forma dependiente con la concentracion (Fig. 88 y tabla 50). Esta disminucién es
muy acusada para la concentracion media hallada en individuos juveniles (la
concentracion mas elevada), concentracion que causa un mayor porcentaje de células
en apoptosis (ensayo IP/anexina) (tabla 46 y Fig. 64). Todas las concentraciones
muestran diferencias significativas con un grado de significancia del 99,9%. Estos
resultados indican un dafio celular severo que impide a la célula la produccion de
ROS.
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Existen distintos estudios donde observan un aumento en la produccién de
ROS tras la exposicion a diferentes compuestos de cromo. De esta forma, Pourahmad
et al. (2003), estudiaron la citotoxicidad y la produccion de ROS para diferentes
metales en cultivos primarios de hepatocitos de rata. Para el caso del dicromato de
potasio tras la introduccion de 1mM (DLsg), la absorbancia fue de 508+7 tras 15
minutos y de 502+6 tras 2 horas, siendo todas superiores a la muestra control (7845).
Vasant et al. (2003), observaron un aumento dependiente con el tiempo en la
fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) tras el tratamiento de linfocitos
humanos. Tras un periodo de 3 horas con una concentracion de 5 uM de dicromato de
potasio, la fluorescencia alcanza un 95% con respecto al 30% del control. De igual
forma, Son et al. (2010), tras el tratamiento con 1, 5y 10 uM con cromato de sodio de
células de epidermis de raton mostraron un aumento de la fluorescencia dependiente
del tiempo. Estas diferencias en la produccion de ROS con respecto a nuestro estudio
pueden deberse a que en los trabajos anteriores se realiza la medicion a tiempos de

exposicion muy inferiores.

No esta bien establecido el vinculo entre la generacion de ROS inducida por
metales y la detencion del ciclo celular (Leonard et al., 2004). Son limitados los
estudios disponibles que asocien la detencién del ciclo celular inducida por metales y

la generacién de ROS mediada por metal.

Todas las concentraciones estudiadas, tanto en la linea celular VERO como
AML12, provocan un aumento significativo de la fase S (Fig. 88 y 90), sobre todo para
las concentraciones mas altas, lo que podria indicar que el cromo provoca la deteccién

del ciclo celular en la fase S.

Estudios anteriores han indicado que existe un vinculo directo entre el dafio del
ADN por ROS vy la deteccién del ciclo celular en fase S tras su exposicién al cromo
(Xu, Bubley, Detrick, Blankenship y Patierno, 1996). Efectos similares hemos
encontrado no solo para el cromo, sino para el resto de elementos toxicos estudiados

en ambas lineas celulares.

IV.9.1.4. Selenio

Todas las concentraciones estudiadas para el selenio provocan una

disminucion de las unidades de fluorescencia con respecto al control, incluso mas
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drastica que la encontrada para la concentracion mas elevada de cadmio (adultos)
(Fig. 89). Muestran un grado de significancia del 99,9% (Fig. 88). Estos resultados
coinciden con los observados mediante el ensayo de IP/anexina, donde todas las
concentraciones producen dafios elevados sobre la viabilidad, siendo ésta méas alta

para la concentracion mas baja (CEsp) (tabla 46 y Fig. 64).

Estos resultados son indicativos de la destruccion celular provocada por las

concentraciones utilizadas por el selenio.

Existen referencias que indican que entre el cadmio, mercurio, plomo, plata
hierro, cobre y selenio, este Ultimo es el mas téxico para los sistemas vivos,
dependiendo de la forma quimica ingerida (Stewart et al., 1999). El selenio, clasificado
como un no metal tiene exquisitas propiedades metdlicas y puede sufrir reacciones
redox faciles con tioles. En esto radica la explicacion general de la toxicidad del
selenio. Es un catalizador oxidante de primera orden en el estado de oxidaciéon de
seleniuro capaz de oxidar continuamente tioles tales como glutatiéon (GSH) y reducir el

oxigeno produciendo el radical libre superéxido (Xu et al., 1991).

Sample Hame Count Median : FL1-H |Mean : FL1-H |SD: FL1-H

Se pollos018 10000 46.1 51,3 876
| Se juveniles.017] 10000 410 455 56,0
Se adultos.016 10000 44,1 478 32,2
Se CES0.015 10000 1252 1365 1289
control1.002 10000 1655 1950 1624
[]|blanco.001 10000 3.19 4,09 3.39

Figura 89. Solapamiento de los histogramas para las concentraciones de selenio en la
linea celular VERO.

Los valores obtenidos para la linea celular VERO tras la exposicién a los
contaminantes estudiados, sugieren un papel de ROS, en este ensayo, como indicador
de mortandad mas que de toxicidad, ya que la mayoria de las concentraciones

utilizadas producen altos efectos toxicos a nivel celular, provocando la destruccion del
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material genético y por tanto, una disminucion de ROS tras 24 horas de exposicién al
toxico.

IV.9.2. LINEA CELULAR AML12

En lineas generales el elemento que produce un mayor efecto sobre la
produccién de ROS es el selenio, seguido del cadmio, plomo y cromo. Los efectos
observados son menos drasticos que los encontrados en la linea celular VERO. Las
concentraciones encontradas para el selenio y la mas elevada para el caso del cadmio
presentan un mayor grado de significancia. Mientras que la concentracion mas
elevada de plomo, produce un menor grado de significancia. En el caso del cromo, no

hemos observado diferencias significativas con respecto al control.

En la figura 90 pueden observarse los resultados obtenidos mediante el analisis
estadistico de los diferentes ensayos llevados a cabo con la linea celular AML12:

AML12 Cd AML12 Pb
300- — 150-

Fluorescencia
Fluorescencia

AML12 Cr AML12 Se

Fluorescencia
Fluorescencia

Figura 90. Representacion grafica del estudio estadistico de la produccion de ROS
para la linea celular AML12 (One-Way ANOVA; **x p< 0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05y
ns p> 0.05)
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V.9.2.1. Cadmio

Todas las concentraciones, salvo la concentracion media hallada en individuos
adultos muestran valores similares a la muestra control (tabla 50 y Fig. 90). La
concentracion de adultos (la mas elevada), produce un aumento significativo (p<0.001)
de la fluorescencia (Fig. 91), es decir, provoca un aumento en la produccién de ROS y
coincide con la concentracién que provoca una mayor disminucion de la viabilidad
celular (ensayo IP/anexina) (tabla 46 y Fig. 67). Las diferencias con la linea celular
VERO con respecto a la concentracién de adultos puede deberse a que en la linea
VERO es més elevada (1,37 mM VERO y 0,12 mM AML12) y al origen celular. Estos
resultados indican que el cadmio en AML12 produce un aumento significativo en la
produccién de ROS (Fig. 91).

Otros autores también han observado aumento de la produccién de ROS tras la
exposicion a diferentes dosis de cadmio. Asi, Yang et al. (1997), mostraron un
aumento en la produccion de ROS de forma dependiente con la concentracion de
cadmio en fibroblastos fetales de pulmén (MRC-5). Con 30 minutos de tratamiento la
intensidad de la fluorescencia (DCFH-DA por citometria de flujo) en células tratadas
era significativamente superior a las células control. Tras 4 horas de exposicion al
toxico (35 uM de cadmio) se observa un aumento de la absorbancia proximo al 100%.
Las concentraciones y tiempos de exposicion empleados por dichos autores son
inferiores a las llevadas a cabo en este estudio, lo que podria indicar que los

fibroblastos son células mas sensibles a la produccion de ROS.

Diferentes estudios, al igual que nuestro trabajo, muestran un aumento en la
produccién de ROS tras tiempos de exposicion mas largos al metal pesado. Oh y Lim
(2006) para determinar el papel de ROS en la induccién de apoptosis producida por el
cadmio, expusieron las células HepG2 a 16 uM de cadmio durante 0,5, 1, 1,5, 3, 6, 12
y 24 horas por citometria de flujo utilizando DCFH-DA observando un aumento en la
produccion de ROS a partir de 0,5 horas, alcanzando su punto maximo a 3 horas y
cayendo por debajo del control a las 24 horas. En un estudio reciente que emplea la
misma linea celular (AML12) llevado a cabo por Zhang et al. (2015), comprobaron el
efecto de puntos cuanticos de teleruro de cadmio (TeCD QDs) observando también un
aumento de la generacion de ROS de manera dependiente con la concentracion,
mostrando un aumento de la fluorescencia (DCFH-DA) que se hace maximo a una

concentracion de 40 mg/ml tras 24 horas de exposicion (13 veces superior al control).
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En nuestro caso, la produccién mas elevada (adultos) produce un aumento de la
produccién de ROS tras la medicién a 24 horas. Para comprobar si es la produccion
maxima producida, habria que utilizar diferentes tiempos de exposicién en estudios

posteriores.

Los resultados obtenidos mediante ciclo celular mostraban que la
concentracion mas elevada (adultos) provocaba un aumento del porcentaje de células
en fase S y G2/M. En estudios previos han relacionado la deteccion del ciclo en la fase
G2/M con un aumento en la produccion de ROS tras la exposicion a diferentes
concentraciones de cadmio. Yang et al. (2004), investigaron dicha correlacién en
células CHO-K1 midiendo los niveles de ROS por citometria de flujo (DCFH-DA). ROS
aumento notablemente a las 8 h tras recibir 4 uM, y aument6 ain mas con el tiempo.
También afadieron a las células antioxidantes, tales como BHA (butilado
hidroxianisol), manitol o catalasa, junto con 1uM de Cd durante 24 h. Los niveles de
ROS se redujeron significativamente por los tratamientos. Sin embargo, la reduccién
de ROS no evit6 la deteccion del ciclo celular en la fase G2/M demostrandose de esta
forma que la presencia de ROS no esta asociada con la detencion del ciclo celular.
Seria necesario llevar a cabo nuevos estudios donde emplearamos distintos
antioxidantes, para comprobar si existe una correlacion directa entre la produccién de
ROS y la parada del ciclo celular en la fase G2/M provocada por el cadmio en la linea
celular AML12.

Sample HName Count Median : FL1-H | Mean:FL1-H | SD:FL1-H

Cd pollos012 10000 41,0 06,5 374
0| cd juveniloln 10000 45,6 83,8 170
Cd adultos.008 10000 56,2 183 670
Cd CE50.006 10000 46,1 121 a04
CONTROL1.002 10000 626 136 335
[ BLANCO.001 10000 322 465 4,37

Figura 91. Solapamiento de los histogramas para las concentraciones de cadmio en la
linea celular AML12.
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IV.9.2.2. Plomo

De igual forma que ocurria en la linea celular VERO, todas las concentraciones
producen una ligera disminucién de la fluorescencia, salvo para el caso de la CEx
(concentracion mas elevada y similar a la CEs; de VERO) que produce una
disminucién significativa con respecto al control (p<0.05) (tabla 50 y Fig. 90). Esta
disminucidon es mas elevada en AML12 con respecto a VERO; estos resultados
coinciden con los observados en el ensayo de apoptosis/necrosis, donde el plomo en
AML12 produce una disminucién de la viabilidad superior que en la linea de origen
renal (tablas 46y 47 y Fig. 64 y 67).

Como se ha comentado anteriormente en el caso de la linea celular VERO,
existen estudios donde se observa una ligera disminucion en la produccion de

especies reactivas de oxigeno, pero no de forma significativa (Morcillo et al., 2016).

vV.9.2.3. Cromo

En el caso del cromo, ninguna concentracion estudiada produce un efecto
significativo sobre la producciéon de ROS. Sin embargo, los resultados obtenidos por el
ensayo IP/anexina si muestran un aumento del porcentaje de células en apoptosis
temprana. Esto podria deberse a que la aparicién de apoptosis no esta involucrado el

aumento o disminucién de ROS.

Ciapetti et al. (1998) realizaron un estudio para comprobar la produccion de
ROS por varios metales (Cr, Co, Ni, Ti, Al, V y Mo) utilizados en dispositivos
ortopédicos mediante citometria de flujo (DCFH-DA). Los resultados para el Cr, Ni y Ti
no diferian con respecto al control como ocurre en nuestro estudio para las todas las

concentraciones de cromo en AML12.

Todas las concentraciones ensayadas provocan una disminucion del
porcentaje de células en la fase GO/G1 con respecto al control y un aumento de la fase
S (acusado) y de la fase G2/M salvo para la concentracion media de juveniles que
provoca una ligera disminucion (0,8%) no considerada relevante (tabla 45 y Fig. 57).
Como hemos comentado anteriormente existen referencias que también aprecian una
relacion entre la produccion de ROS vy la deteccién del ciclo celular en la fase S. Con
respecto a la deteccion de en la fase G2/M, Zhang et al. (2001) observaron que el

cromo provocaba la deteccion del ciclo celular en dicha fase en células A549. Estos
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estudios indican que el H,O, es esencial para que el cromo pueda producir la

deteccion del ciclo celular en la fase G2/M.

IV.9.2.4. Selenio

Todas las concentraciones estudiadas para el selenio provocan una
disminucion de las unidades de fluorescencia con respecto al control, de forma
acusada para las concentraciones halladas en individuos adultos, juveniles y pollos
observando diferencias significativas con un grado de significancia del 99,9% (tabla 50
y Fig. 90). Esta disminucién de la fluorescencia coincide con una elevada mortalidad
de las células observada mediante el ensayo de I|P/anexina, donde todas las
concentraciones producen dafios elevados sobre la viabilidad, excepto para la

concentracion mas baja (CEsp) (tabla 47 y Fig. 67).

Son escasos los articulos que estudian la produccién de ROS tras exposiciones
a distintos compuestos de selenio. Misra y Niyogi (2009) comprobaron la produccién
de ROS provocada por el selenito de sodio a diferentes concentraciones (50, 100 y
200 uM), en cultivos primarios de hepatocitos de trucha arcoiris tras 2 horas de
exposicion, mostrando que la intensidad de la fluorescencia (DCFH-DA por
microscopia confocal) aumentaba de forma dependiente con la concentracion hasta
100 uM. En nuestro caso, en ambas lineas celulares el selenio provocaba una
disminucién significativa (p<0.001) de la fluorescencia con respecto al control. Esto
puede deberse a que Misra y Niyogi (2009) estudian concentraciones inferiores
(menores a la CEsy, mientras que en nuestro estudio todas las concentraciones
halladas son superiores a la CEsy) y emplean tiempos de exposiciébn mas cortos, para
capturar los efectos en tiempos de exposicion temprana y para evitar fugas del

colorante debido al potencial dafio de la membrana inducido por el selenio.

Estos resultados indican que los elementos téxicos producen dafio celular
ocasionando una disminucion de la fluorescencia (plomo y selenio), o el dafio
ocasionado no es suficiente para provocar efectos significativos (cromo) en la
produccion de ROS, o bien en el caso de la concentracion mas elevada de cadmio
(adultos) se produce un aumento de la fluorescencia y por consiguiente un aumento en

la produccion de ROS.
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IV.10. EXPRESION GENICA

IV.10.1. LINEA CELULAR VERO

La accion de los distintos metales pesados en estudio produjo una gran pérdida
de viabilidad en las células VERO, de manera que de muchas de las muestras en
estudio no se pudo obtener un ARN mensajero en calidad y cantidad suficiente como
para obtener datos de expresion génica fiables. El experimento se realiz por triplicado
con el fin de evitar errores de manejo, sin embargo los resultados obtenidos fueron
similares. De cara a afrontar un ensayo de expresion génica con garantias, es
necesario obtener un ARN mensajero de calidad y en cantidad, puesto que sino los
resultados pueden verse muy desvirtuados como consecuencia de amplificaciones
inespecificas, restos de ADN o resultados dificilmente interpretables como

consecuencia de diferentes eficiencias en las reacciones de amplificacion.

De esta forma, sélo se tuvieron en cuenta aquellas muestras de ARN que
mostraron una relacion 260/280 proxima a 2 'y 260/230 en torno a 1.

La obtencion de un ARN de mala calidad y en poca cantidad a partir de un total
de 104 células/cm?, se debe a la pérdida de viabilidad celular previamente comentada
frente a las diferentes concentraciones de metales pesados durante el tiempo de
estudio. Considerando estas caracteristicas, en el estudio de expresion génica de
células VERO se excluyeron las siguientes condiciones: cadmio adultos, CEsy,

juveniles, selenio y cromo (todas las concentraciones).

IV.10.1.1. Cadmio

El gen Mtt es el encargado de trascribir la metalotioneina-1. Las metalotioneinas
son un grupo de proteinas de bajo peso molecular, con un alto contenido en Cisteina y
que actian en mecanismos de defensa celular en situaciones de estrés. Las cisteinas
son capaces de unirse a un gran numero de metales pesados, ademés las
metalotioneinas regulan el estado redox al liberar grupos tiol que neutralizan agentes
libres en situaciones de ROS elevadas (Thornalley y Vasak, 1985; Lazo et al., 1995).
La concentracion media de cadmio hallada en rifién de la poblacion de pollos, produjo
una ligera sobreexpresion de este gen con respecto a la situacién fisiologica en las

células VERO. Esta sobreexpresion indica que las células sufren estrés como

266



RESULTADOS Y DISCUSION

consecuencia del cadmio, incrementar la expresién de este tipo de proteinas es un

mecanismo celular para mantener los niveles de ROS estables a nivel celular (Fig. 92).

Esta sobreexpresion coincide con los resultados obtenidos en células de rifién
de dorada (Sparus aurata), si bien en este estudio utilizan un rango de
concentraciones superiores a las usadas en nuestro estudio y los tiempos de

exposicion son inferiores (Morcillo et al., 2015).

De la misma forma, también observamos una sobreexpresion en el gen Hspal3
(Fig. 92). Dicho gen es parte de un grupo de proteinas de distinto peso molecular,
Heat Shock Protein (HSP) encargadas de neutralizar situaciones de estrés celular. Se
trata de chaperonas capaces de transportar proteinas a través de membranas,
involucradas en los procesos de transcripcion (Tiwari et al., 2015) y bajo circunstancias
de estrés celular pueden agregar o desagregar proteinas, viéndose su expresion
incrementada (Shevtsov et al., 2016). Ademas, la interaccion entre un péptido y una
HSP actua en células presentadoras de antigeno del sistema inmune innato y facilita la
maduracién de células dendriticas, incrementa la expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad | y Il, induce la secrecién de citoquinas y modula el éxido nitrico
(Shevtsov y Multhoff, 2016). Este incremento en la trascripcibn de este tipo de
proteinas es indicador de estrés celular, apuntando a que concentraciones menores de
cadmio, aunque no resulten letales, si son perjudiciales a nivel renal pudiendo
ocasionar dafios crénicos en exposiciones prolongadas. Exposiciones de cadmio en
peces también han demostrado generar una sobreexpresion de este gen, coincidiendo
en sefalar a este tipo de proteinas como indicador de estrés celular frente a la

exposicion de metales pesados (Morcillo et al., 2016).
El resto de genes en estudio, Catalasa y Bax, no mostraron ninguna diferencia

estadisticamente significativa con la concentracion media de pollos en rifién con

respecto a la expresién que mostraron en las células sin tratamiento (Fig. 92).
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Figura 92. Expresién génica de células VERO expuestas a las concentraciones de Cd

para los genes Mtt, Hsp13, Cat y Bax

IV.10.1.2. Plomo

Sobre las células de rifion VERO, las concentraciones de plomo halladas en
adultos y pollos no modificaron la expresion de Mtt, Bax y Cat (Fig. 93). Si se observo
un descenso en la expresion de Mtt, Bax y Cat para la concentracion CEsg, sin
embargo ésta es muy superior a las estudiadas. Sin embargo, tanto para la
concentracion de pollos, como de adultos si se aprecid una caida en la regulacion del
gen Hspl3 con respecto a su expresion en condiciones sin tratamiento. Si bien no se
comporta de la misma forma que las células sin tratamiento, el que las distintas
concentraciones de plomo no sobreexpresen Hspl3, parece indicar que son

concentraciones que no generan estrés en la célula.
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Figura 93. Expresion génica de células VERO expuestas a las concentraciones de Pb
para los genes Mtt, Hspl13, Cat y Bax.

IV.10.2. LINEA CELULAR AML12

Sobre las células de higado AML12, se estudiaron los efectos de los 4 metales
pesados a las distintas concentraciones en estudio. Sobre las muestras de selenio a
las concentraciones de adultos y juveniles (las dos mas altas), el ARN que se obtuvo
no fue de suficiente calidad (ratio 280/260 y 260/230) como para realizar el estudio de
expresion génica con ciertas garantias, por lo que no fueron consideradas en el

mismo.

IV.10.2.1. Cadmio

La expresion génica de metalotioneina en células AML12, no sufri6 variacién con
respecto a su expresion en ausencia de metal pesado para las concentraciones de
pollos y juveniles, sin embargo, las concentraciones mas altas en estudio (adultos y
CEsp) si mostraron una disminucién en la expresion de la misma (Fig. 94). Esta

disminucion de la produccion de metalotioneina, coincide con la pérdida de viabilidad
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que se observa en estas condiciones, sugiriendo que el efecto toxico de estas
concentraciones de cadmio impide una normal regulacion de las mismas. En estudios
sobre fibroblastos de Dorada (Sparus aurata), la CEsy produjo una sobreexpresion de
metalotioneina (Morcillo et al., 2015, 2016), efecto contrario al que observamos en
este estudio. Esta diferencia puede deberse a la diferencia entre los tipos celulares en
ambos estudios.

Con respecto a la produccién de HSP, las concentraciones mas altas de cadmio
produjeron un incremento en la expresién de ésta, mientras que las concentraciones
de pollos y juveniles no afectan a la misma (Fig. 94). Las metalotioneinas son la
primera defensa celular frente a los mecanismos de toxicidad de los metales pesados,
sin embargo, cuando este efecto téxico empieza a producir desnaturalizacién proteica,
en un estadio mas avanzado, las HSP actian para reparar el dafio ocasionado
(Morcillo et al., 2016). La caida en la expresion de metalotioneina y la sobreexpresion
de hspa sugiere que el cadmio a la concentracidbn media de la poblacion de adultos,
empieza a generar desnaturalizacién proteica tras 24 horas in vitro, evidenciando el
dafio celular sobre hepatocitos. Sobre los otros dos genes en estudio, la catalasa
sufrié un descenso en su expresion a la concentracion mas alta en estudio (adultos)
que se correlaciona con una mayor pérdida de viabilidad y un incremento en la
deteccion de ROS. Esto puede significar la incapacidad de la célula para mantener su
homeostasis, evidenciando una circunstancia en la cual ya no se expresa mas
catalasa y por tanto aumentan los niveles de ROS. En estudios previos se ha descrito
una ligera infra expresion de catalasa, resultado achacado al excesivo estrés oxidativo
(Saidi et al., 2013). Para el gen bax, no se observé diferencia significativa entre la

situacion sin tratamiento y las diferentes concentraciones de cadmio.

Estos resultados, muestran que las células hepaticas sometidas a la

concentracion media hallada en higado de individuos adultos, genera estrés celular.
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Figura 94. Expresion génica de células AML-12 expuestas a las concentraciones de

Cd para los genes mtt, hspa, cat y bax.

IV.10.2.2. Plomo

Con respecto al plomo, ninguna de las concentraciones en estudio modificé la

expresion de los 4 genes en estudio tras 24 horas de exposicion (Fig. 95).
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Figura 95. Expresion génica de células AML-12 expuestas a las concentraciones de
Pb para los genes mtt, hspa, cat y bax.

IV.10.2.3. Cromo

La exposicion de las células AML-12 frente a las distintas concentraciones de
cromo en estudio, no produjo ninguna variacion en la expresién de HSP salvo en la
concentracion media encontrada para la poblacion de pollos, la mas alta en estudio,
donde se observé un descenso en su expresion. Con respecto a la metalotioneina,
catalasa y bax se evidencié una disminucién en la regulacién de estas proteinas en las
tres concentraciones en estudio, mientras que la CEs, mantuvo los niveles de

expresion normales (Fig. 96).

Las concentraciones de cromo halladas en las distintas poblaciones de pingtino
en higado, fueron muy bajas y relativamente similares entre las tres poblaciones
(adultos, juveniles y pollos). Del mismo modo, la viabilidad celular no se vio muy

afectada por el efecto del cromo, con porcentajes de necrosis en general bajos.
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En estudios previos realizados sobre higado de Sebastes schlegeli sometido a
dietas altas en cromo, mostraron una sobreexpresion de las metalotioneinas como
efecto de proteccion frente a metales (Kim y Kang, 2016). Este efecto no lo
observamos en nuestro estudio, si bien las concentraciones y tiempos de exposicion
no pueden ser comparadas al tratarse de tratamientos en la dieta. Por otro lado, se ha
demostrado sobre células granulosas que el cromo produce una disminucion en la
expresion de proteinas HSP siendo capaz de producir apoptosis y fragmentacion de
ADN por varias rutas (Banu et al., 2011). Considerando el escaso efecto necrético
sobre las células y que tampoco hemos observado un incremento en la produccion de

ROS, parece logico que no haya una sobreexpresion de los genes en estudio.
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Figura 96. Expresion génica de células AML-12 expuestas a las concentraciones de

Cr para los genes mtt, hspa, cat y bax.
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IV.10.2.4. Selenio

Las concentraciones medias de selenio encontradas en higado de pinguinos
antarticos, fueron idénticas en la poblacion de adultos y juveniles, y a su vez
sensiblemente superiores a las encontradas en pollos y a la CEs, para este metal.
Estas concentraciones generaron una alta tasa de mortalidad (99,7%) y como
consecuencia de la misma una pérdida de la estructura de ARN mensajero,
imposibilitando el estudio de expresién génica para estas concentraciones. Asi, en las
concentraciones medias halladas en la poblacion de pollos y CEs,, observamos una
fuerte sobreexpresion de los genes mtt, hspa y bax (Fig. 97). Un incremento de la
produccién de metalotioneina y de HSP se relaciona con estrés celular y con
desnaturalizacion proteica, evidenciando que aunque son concentraciones inferiores a
las encontradas en las poblaciones de adultos y juveniles, éstas ejercen un dafio
celular en células hepaticas in vitro. Por otro lado, el gen proapopt6tico bax también
mostré una sobreexpresion, resultado que coincide con los datos previamente
expuestos sobre apoptosis siendo ademas ésta dependiente de la concentracion de
metal.
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Figura 97. Expresion génica de células AML-12 expuestas a las concentraciones de

Se para los genes mtt, hspa, cat y bax.
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Tabla 51. Tabla resumen de resultados

ELEMENTOS CONCENTRACIONES CITOTOXICIDAD C. CELULAR APOPTOSIS/NECROSIS ALTERACIONES ESTRES OXIDATIVO EXPRESION
TOXICOS (mM) (% viabilidad) (Porcentaje) MORFOLOGICAS GENICA

Adultos (1,37) 49,1/49,6 iROS
——_
Pollos (0,0027) * 1G0/G1 1S 0,4/0,1 *

50 |eoGifsiezM 1369 RS

Adultos (7,24 - 10 2 1GO/G1 1G2/M 2,205
. leoetgezm 3507 I

Pollos (4,5 - 10 E 1G0/G1 1S 0,2/0,4
. ROS

; 1GO/G1 1S

Adultos (0,005) 5,1/0,4

=
02
&=

(]
En
<3
- =
D@
oe
O'a
<CD
L3
03
N}
L

! 1GO/G1 1S 0,3/0,4
3,88 1GO/G1 1S 64/35,6

1G0/G1 1S 1,4/96,6

Pollos (0,0075)

Adultos (0,45)

Pollos (0,098)

Adultos (0,12) 1G0/G1 1S 1G2/M 57,1/39,4
. coetisiezm 7724 I
Pollos (7,4-10°%) * 1GO/G1 |S 1,8/0,4 xx
s feoetls 44472 RS

N
—
o
Zs Adultos (4,34-10") . 1GO/GT 1G2/M 1807 =
x -t lewetem 77223 |
33 4 * GO/G1 |S 17,8/16,6 xx
352 Pollos (5,76:107) 1 8116,
2 50 |GOGTiG2M 131248 ]
o Adultos (0,006) 20,87 1GO/G1 18 21/10,9 -
<3 . 2218 JG0GTS 40003 ]
jun|
z< Pollos (0,0095) 19,04 LGU/G1 59,4/0,5 »
-l
SO T — ]
Adultos (0,13) 0,78 1G0/G1 1S 89,7/10,1 IROS
ol . sy7i01 RS
Pollos (0,0931) 2,15 1G0/G1 1S 71,1/29,4 IROS

* Concentraciones fuera del rango de la curva dosis-respuesta **Sin diferencias significativas  -Obtencién de ARN de mala calidad

275



RESULTADOS Y DISCUSION

276






CONCLUSIONES

V. CONCLUSIONES

12, Ambas lineas celulares resultaron idoneas para evaluar los dafios toxicoldgicos
producidos por el cadmio, el plomo, el cromo y el selenio. Dichas lineas celulares
presentan una fase exponencial de crecimiento acentuada, lo que les confiere su
utilidad como monitoras para el estudio de la accion de los metales pesados in vitro,

pudiéndose determinar la muerte celular a tiempos de exposicion cortos.

22, Las CEg, obtenidas mediante la técnica colorimétrica del MTT, son en lineas
generales inferiores a las concentraciones halladas en individuos adultos, juveniles y
pollos, salvo para el caso del plomo, donde son muy inferiores. Esto indica que dichas
concentraciones, podrian resultar toxicas y producir distintos efectos nocivos a nivel

renal y hepatico en pinguinos.

32, Las CEs, obtenidas a partir de la curva dosis-respuesta muestran el siguiente orden
decreciente en VERO Pb>Cd>Cr>Se y en AML12 Pb>Cd>Se>Cr.

42, Todas las concentraciones de selenio, la concentracion media de cadmio hallada
en adultos y la concentracion media de cromo hallada en juveniles en la linea celular

VERO, reducen drasticamente la viabilidad celular.

52, Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, muestran que las
concentraciones estudiadas producen cambios significativos sobre el porcentaje de
células en distintas fases del ciclo celular con respecto a la muestra control. Las
concentraciones mas elevadas provocan un aumento del porcentaje en la fase S, lo
gue indica que se estd produciendo la parada del ciclo celular en dicha fase

impidiendo la divisién celular.

62. Los datos obtenidos mediante el ensayo de anexina V, muestran un aumento en el
porcentaje de células en estado de apoptosis y/o necrosis para las concentraciones
estudiadas, siendo drastico para el caso del selenio (concentraciones medias halladas
en adultos, juveniles y pollos) y cadmio (concentracion media hallada en adultos). Por

lo general, la muerte celular por apoptosis predomina sobre la necrosis.

72. Las pruebas de microscopia muestran diferentes signos de degeneracion a nivel

celular que pueden afectar sobre la funcion celular y su viabilidad, siendo mayor el
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grado de deterioro en células tratadas con cadmio y selenio, lo que podria implicar que
exista un dafio renal o hepatico en las especies referidas.

82. La mayoria de las concentraciones utilizadas producen efectos toxicos a nivel
celular, provocando la destruccion del material genético y por tanto, una disminucion

de la produccién de ROS tras 24 horas de exposicién al toxico.

92, El cadmio y el selenio provocaron una sobreexpresion de genes relacionados con
la proteccion celular (metalotioneinas y heat shock proteins) en las condiciones en que
la viabilidad celular permiti6 este estudio. Estos datos ponen de manifiesto que las
concentraciones de estos metales hallados en pinguinos de la Antartida, producen

estrés celular en células hepaticas y renales.
102, Los resultados obtenidos evidencian el posible riesgo toxicoldégico que la

contaminacién en la Antartida puede provocar a nivel celular sobre las poblaciones de
Pygoscelis antarctica, Pygoscelis papua y Pygoscelis adeliae a nivel renal y hepético.
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VI ABREVIATURAS

7-ADD: 7-aminoactinomicina D.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AETOX: Asociacién espafiola de toxicologia.

APAF-1: Apoptotic protease activating factor-1. Proteasa apoptética actovadora del
factor-1.

ARN: Acido ribonucleico.

ATCC: American type of cell collection. Coleccién Americana de células tipo.
ATP: Adenosin trifosfato.

BHA: Butilado hidroxianisol.

BP: Benzopireno.

BUB: Budding uninhibited by benzimidazole.

CAD: DNasa activada por caspasas.

CAT: Catalasa.

CDKs: Cycline dependent kinases. Kinasas dependientes de ciclina.
cDNA: ADN complementario.

CEso: Concentracion efectiva 50.

Clsg: Concentracion inhibitoria 50

Clyo: Concentracion inhibitoria 10

CKiIs: CKI inhibitors. Inhibidores de CKs.

CLso: Concentracion letal 50

CMF: Citometria de flujo.

CMRB: Centro de Medicina regenerativa de Barcelona.
Con A: Concanavalina A.

Ct: Cycle threshold. Ciclo umbral.

CV: Coeficiente de variacion.

DAPI: Diamidino fenil indol.

DCFH: Diclorofluoresceina.

DCFH-DA: 2,7-Dichlorodihidrofluorescein diacetato.
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DLso: Dosis letal 50.

DMSO: Dimetil sulféxido.

DR: Death receptor. Receptor ligado a muerte.
DRh123: Dihidrorodamina 123.

ECVAM: European centre for the validation of alternative methods. Centro Europeo
para la Validacién de Métodos Alternativos.

EDTA: Acido dietilentriaminotetracético.

Endo G: Endonucleasa G.

FADD: eFas-Associated Death Domain. Dominio de muerte asociado a FAS.

FASL: Fatty acid synthetase Ligand. Ligando asociado a sintetasa de acidos grasos.
Fig.: Figura

FBS-FCS: Foetal bovine/calf serum. Suero fetal bovino.

FRAME: Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments. Fundacion
para el reemplazo de animales en experimentacion médica.

FS: Forward scatter.

GCCP: Guidance on Good Cell Culture Practice. Guia de buenas practices en cultivos
celulares.

GLP: Good laboratory practice. Buenas practicas de laboratorio.
GPx: Glutatién peroxidasa.

GR: Glutation reductasa.

GSH: Grupo sulfhidrilo.

GSH: Tripéptido glutation.

GSSG: Radicales de glutation disulfuro.

GST: Glutation transferasa.

HE*: Dihidro etidio.

HE: Hematoxilina eosina.

Hsp: Heat shock proteins. Proteinas de choque térmico.
IAP: Inhibidores de proteasas apoptéticas.

ID: indice de ADN.

IP: loduro de propidio.
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LDH: Lactato deshidrogenasa.

LIB: Lean inclusion body. Cuerpos de inclusion de plomo.

LPO: Lipoperoxidacion.

MAD: Mitotic arrest deficient. Factor deficient en el arresto mitético.
MCP: Muerte celular programada.

MET: Microscopio electrénico de transmision.

MPS1: Monopolar spindle.

MPT: Mithocondrial permeability transition. Transicion de permeabilidad mitocondrial
MRNA: ARN mensajero.

Mta: Metalotioneinas.

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

PARP: Poli ADP-Ribosa.

PBS: Tampon salino fosfato.

PCR: Polymerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.
PSAP: a-fenilselenil acetofenona.

QSAR: Quantitative structure-activity relation. Relacién Cuantitativa Estructura-
Actividad.

RE: Reticulo endoplasmatico.

REMA: Red Espafiola de Métodos Alternativos a la Experimentacion Animal.
RER: Reticulo endoplasmatico rugoso.

RH 123: Rodamina 123.

RN: Rojo neutro.

ROS: Reactive oxygen species. Especies reactivas de oxigeno.

RT: Retrotranscripcion.

SACE: Servicio de apoyo a las ciencias experimentales.

SAl: Servicio de apoyo a la investigacion.

SCARR: Scientific Comitee for Antartic Research. Comité cientifico para la
investigacion en la Antartida.

SNC: Sistema nervioso central.
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SOD: Superoéxido dismutasa.
SSC: Side scatter.
TNF: Tumoral necrosis factor. Factor de necrosis tumoral.

TRADD: TNF Receptor-Associated Death Domain. Dominio de muerte asociado al
receptor de TNF.

TRAIL: TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand. Ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF.

UAA: United action for the animals. Accion unida por los animales.
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